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ΠΕΡΙΛΗΨΗ
Η ραγδαία ανάπτυξη του κλάδου των υδατοκαλλιεργειών σε παγκόσμιο επίπεδο 
προκάλεσε το ερευνητικό ενδιαφέρον σε θέματα που αφορούν στην ευζωία των εντατικά 
εκτρεφόμενων ψαριών. Ο ορισμός και η εκτίμηση της ευζωίας είναι θέματα τα οποία 
απασχολούν των επιστημονική κοινότητα. Είναι βέβαιο ότι οι διαχειριστικές πρακτικές 
που εφαρμόζονται στην εντατική υδατοεκτροφή επηρεάζουν τη συμπεριφορά και 
τη φυσιολογική λειτουργία των εκτρεφόμενων οργανισμών. Στόχος της παρούσας 
διατριβής είναι η εξέταση πιθανών δεικτών εκτίμησης του stress σε μοριακό επίπεδο. 
Για το λόγο αυτό εξετάστηκε η γονιδιακή έκφραση συγκεκριμένων γονιδίων-στόχων, 
η βλάβη του γενετικού υλικού και τα επίπεδα της κορτιζόλης του πλάσματος, που 
χρησιμοποιείται ευρέως ως δείκτης stress. Η τσιπούρα Sparus aurata επιλέχθηκε ως το 
είδος με το μεγαλύτερο οικονομικό ενδιαφέρον για τη Μεσογειακή υδατοκαλλιέργεια. 
Τα γονίδια που επιλέχθηκαν για ποσοτικοποίηση ήταν οι ινσουλινόμορφοι αυξητικοί 
παράγοντες IGF-I και IGF-II , ο υποδοχέας των κορτικοστεροειδών GcR, η γλυκοκινάση 
Gk, η μεταλλοθειονίνη MT, η αναγωγάση του γλουταθείου GR και οι υπεροξειδάσες του 
γλουταθείου GPx1a, GPx1b, GPx4a και GPx4b. Τέλος, πραγματοποιήθηκε κλωνοποίηση 
και μοριακός χαρακτηρισμών του αντιοξειδωτικού συστήματος των GPx γονιδίων de 
novo, καθώς δεν υπήρχαν πληροφορίες για αυτά στο υπό εξέταση είδος.   
Πειραματικές ομάδες ψαριών μεταφέρθηκαν στις εγκαταστάσεις του οικείου 
Τμήματος και εγκλιματίστηκαν σε σύστημα ανακύκλωσης θαλασσινού νερού. Μετά το 
πέρας του εγκλιματισμού πραγματοποιήθηκαν διαφορετικά πειράματα με έκθεση των 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 05:53:45 EET - 137.108.70.7
ψαριών σε stress. 
Τα ψάρια εκτέθηκαν σε ασιτία έως 42 ημέρες και περιορισμό σε απόχη έως 
πέντε λεπτά. Στη δεύτερη περίπτωση κάποια δείγματα αφέθηκαν σε ηρεμία και 
πραγματοποιήθηκαν δειγματοληψίες μετά από 1 και 24 ώρες. Η γονιδιακή έκφραση των 
IGF-I και GcR γονιδίων μεταβλήθηκε κατά τη διάρκεια της ασιτίας. Επίσης, τα IGF-I και 
Gk φάνηκαν να επηρεάζονται κατά την παγίδευση, ενώ τα GR και GcR παρουσιάστηκαν 
να αυξορρυθμίζονται μετά το οξύ stress κατά τη διάρκεια της περιόδου ηρεμίας. Η 
σχετική γονιδιακή έκφραση κατέδειξε ότι τα GPx1 παράλογα δε επηρεάζονται κατά 
τη διάρκεια της ασιτίας σε αντίθεση με τα GPx4 παράλογα. Αντιθέτως, όλα τα GPx 
ομόλογα αυξορρυθμίστηκαν, κατά τη διάρκεια της παγίδευσης, ως απόκριση στο οξύ 
stress. Οι τιμές της κορτιζόλης του πλάσματος παρουσιάστηκαν αυξημένες 1 και 24 
ώρες μετά την έκθεση σε οξύ stress, ενώ η ασιτία επηρέασε τις τιμές της κορτιζόλης 
οριακά. Τέλος, ο κερματισμός του DNA παρουσίασε τα υψηλότερα επίπεδα κατά την 
παγίδευση και μειώθηκε κατά την περίοδο ηρεμίας.
Σε αντίθεση με το σωματικό stress, όπου ένα εξωτερικό ερέθισμα προκαλεί 
φυσιολογικές μεταβολές, οι χημικοί στρεσσογόνοι παράγοντες, όπως τα βαρέα 
μέταλλα, δρουν απευθείας στα κύτταρα. Το προφίλ της γονιδιακής έκφρασης στο 
ήπαρ δεν επηρεάστηκε σημαντικά. H γονιδιακή έκφραση των GR, Gk, GcR και IGF-I 
φάνηκε να μειώνεται σε αντίθεση με αυτή του MT που παρουσιάστηκε αυξημένη κατά 
τη διάρκεια της έκθεσης σε χαλκό και ψευδάργυρο. Ο κερματισμός του DNA σχετίζεται 
περισσότερο με τη συγκέντρωση του βαρέως μετάλλου παρά με το χρόνο έκθεσης (24h 
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και 96h). Τέλος ο ψευδάργυρος φάνηκε να επάγει τη συγκέντρωση της κορτιζόλης του 
πλάσματος σε όλες τις μεταχειρίσεις, ενώ ο χαλκός μόνο στην υψηλότερη συγκέντρωση 
για το μεγαλύτερο χρονικό διάστημα έκθεσης.
Οι υπεροξειδάσες του γλουταθείου αποτελούν μια σημαντική οικογένεια 
ενζύμων που προστατεύουν τους οργανισμούς από το οξειδωτικό stress. Στην παρούσα 
διατριβή απομονώθηκαν και χαρακτηρίστηκαν τέσσερα GPx cDNA με τη χρήση της 
ταχείας ενίσχυσης των άκρων cDNA (RACE) από το ήπαρ ατόμων τσιπούρας. Σε όλα 
τα παράλογα πραγματοποιήθηκαν δομικές και λειτουργικές επισημειώσεις, οι οποίες 
παραπέμπουν σε διαφορετικές λειτουργίες και διαφορετικό ενδοκυτταρικό εντοπισμό. 
Η φυλογενετική ανάλυση, η οποία βασίστηκε στις αμινοξικές αλληλουχίες, αποκάλυψε 
τέσσερις ομάδες για τις GPx ισομορφές των τελεόστεων και τρεις ομάδες για τις 
GPx1, GPx2 και GPx4 των θηλαστικών. Η τοπολογία του φυλογενετικού διαγράμματος 
υπέδειξε φαινόμενα διπλασιασμού για τα γονίδια των ψαριών, σε αντίθεση με τα 
ορθόλογα των θηλαστικών. Η ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης σε 10 διαφορετικούς 
ιστούς αποκάλυψε ιστοειδικό μοτίβο για κάθε ομόλογο γονίδιο.
Οι μελέτες σε μοριακό επίπεδο μπορούν να αποδώσουν πολύτιμα στοιχεία για 
τους μηχανισμούς που εμπλέκονται στην αντίδραση στο stress. H έρευνα σε αυτήν την 
κατεύθυνση θα αποδώσει στο μέλλον σημαντική γνώση, με ταυτοποίηση βιοδεικτών 
με προγνωστική και διαγνωστική χρησιμότητα. 
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Η ευζωία των ζωικών οργανισμών και ειδικότερα των υδρόβιων σε συνθήκες 
εκτροφής είναι ένα πολυδιάστατο ζήτημα, το οποίο τα τελευταία χρόνια έχει 
προσελκύσει το ενδιαφέρον, τόσο της επιστημονικής κοινότητας, όσο και των φορέων 
που εμπλέκονται στην υδρόβια ζωική παραγωγή (Huntingford and Kadri, 2009). Για το 
λόγο αυτό, η Ευρωπαϊκή Ένωση, τα τελευταία χρόνια, κινείται προς τη θεσμοθέτηση 
κανόνων στα στάδια της εκτροφής. Στο σημείο αυτό είναι χρήσιμο να αναφερθούν, 
ενδεικτικά, οι Ευρωπαϊκοί Κανονισμοί που αφορούν στην υδατοκαλλιέργεια και στην 
ευζωία των ιχθύων: ο ΕΚ 710/2009 περιλαμβάνει τη θέσπιση λεπτομερών κανόνων για 
τη βιολογική παραγωγή ζώων υδατοκαλλιέργειας και φυκιών, ο οποίος αντικατέστησε 
τον ΕΚ 834/2007, ο ΕΚ 1099/2009 που αναφέρεται στην προστασία των ζώων κατά τη 
θανάτωσή τους. Στο μέλλον πιθανώς να θεσμοθετηθούν κανονισμοί που θα αφορούν 
αποκλειστικά σε θέματα ευζωίας εντατικά εκτρεφόμενων ψαριών, εφόσον οι παραπάνω 
κανονισμοί δεν καλύπτουν εκτενώς το θέμα αυτό.   
Στη Μεγάλη Βρετανία, η μη κερδοσκοπική οργάνωση Royal Society for 
the Prevention of Cruelty to Animals (RSPCA), έχει συνάψει συνεργασία με τους 
παραγωγικούς φορείς με σκοπό την προώθηση προτύπων, τα οποία θα διασφαλίζουν 
την εύρωστη διαβίωση εκτρεφόμενων σολομών του Ατλαντικού. Το παραγόμενο 
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προϊόν θα πωλείται με διακριτή εμπορική ονομασία (freedom food label). Έμπρακτα 
λοιπόν, το θέμα της ευζωίας των εκτρεφόμενων ψαριών λαμβάνει ολοένα και 
μεγαλύτερες διαστάσεις, διότι δεν αποτελεί απλά ένα βιολογικό φαινόμενο, αλλά 
παρουσιάζει ηθικές, κοινωνικές και οικονομικές προεκτάσεις.
Στη μελέτη της ευζωίας των ψαριών, σημαντικό ρόλο διαδραματίζουν δύο 
παράμετροι: i) οι παράγοντες που τη συνθέτουν και ii) η εκτίμηση των παραγόντων 
αυτών με σκοπό να αποδοθεί η πλήρης εικόνα της φυσικής κατάστασης των ψαριών. 
Επιπρόσθετα, υπάρχουν διαφωνίες σχετικά με την αναγκαιότητα διασφάλισης 
της ευζωίας στα ψάρια (Dawkins, 2006, Fraser, 2009), οι οποίες στηρίζονται στις 
αμφιλεγόμενες νοητικές και συναισθηματικές τους δυνατότητες (Braithwaite and 
Huntingford, 2004, Arlinghaus et al., 2007, Ashley, 2007, Rose, 2007, Arlinghaus et al., 
2009, Rose et al., 2012). Παρόλο που η ανατομία του εγκεφάλου στα ψάρια είναι αρκετά 
διαφορετική από αυτή των θηλαστικών και στις δύο περιπτώσεις εμπλέκονται μόρια 
με παρόμοια δράση, όπως είναι για παράδειγμα οι κατεχολαμίνες. Συνεπώς, εξωτερικά 
ακουστικά ερεθίσματα, όπως είναι για παράδειγμα η μουσική, εκτός από τα ανώτερα 
θηλαστικά, φαίνεται να επηρεάζουν και τα ψάρια (Papoutsoglou et al., 2008).     
Σε γενικές γραμμές, η ευζωία των ψαριών μπορεί να ομαδοποιηθεί σε τρεις 
μεγάλες κατηγορίες (FSBI, 2002): Η πρώτη κατηγορία προσδιορίζεται από τη 
λειτουργία των αισθήσεων, κατά την οποία η ευπραγία ανταποκρίνεται στην έλλειψη 
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αρνητικών καταστάσεων, όπως είναι ο φόβος και ο πόνος. Αντιθέτως, τα ψάρια έχουν 
τη δυνατότητα να δέχονται θετικά ερεθίσματα, όπως είναι η ανταμοιβή (Duncan, 
2006). Αξίζει να σημειωθεί ότι τα ψάρια, κατά αντιστοιχία με τα πτηνά και τα θηλαστικά, 
διαθέτουν τις ανάλογες φυσιολογικές λειτουργίες για τη διαβίβαση των σημάτων του 
πόνου (EFSA, 2009). Η παρουσία νευρικών ινών και υποδοχέων είναι απαραίτητη για 
να γίνει αισθητός ο πόνος, αλλά δεν αποτελεί από μόνη της αποδεικτικό στοιχείο ότι 
τα ψάρια πονούν (Rose et al., 2012). Η δεύτερη κατηγορία, η λειτουργική, ορίζεται από 
τη δυνατότητα των ψαριών να προσαρμόζονται στο φυσικό τους περιβάλλον και να 
βρίσκονται σε καλή φυσική κατάσταση. Ένας ορισμός δόθηκε από τους Broom and 
Johnson (1993) ως «η κατάσταση των ψαριών σε συνάρτηση με την προσπάθειά τους να 
αντεπεξέλθουν στο περιβάλλον που διαβιούν». Η υπόθεση αυτή στηρίζεται στο γεγονός 
ότι, ένα ζώο που δεν διατηρεί τις φυσιολογικές του λειτουργίες, δεν ακολουθεί τα 
πρότυπα της ευζωίας. Τέλος, η τρίτη κατηγορία αφορά στο φυσικό τρόπο διαβίωσης. 
Στην περίπτωση αυτή, η ευζωία στηρίζεται στη δυνατότητα που δίνεται στα ψάρια να 
εκφράσουν φυσιολογική συμπεριφορά, ειδικότερα σε συνθήκες εκτροφής, όπως θα 
αναμενόταν στους φυσικούς πληθυσμούς (βλ. Kiley-Worthington, 1989). 
Στις συνιστώσες αυτές της ευζωίας, σημαντικό ποσοστό καταλαμβάνει η 
καταπόνηση (stress) που δέχονται οι εκτρεφόμενοι οργανισμοί, η οποία σε μεγάλο 
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ποσοστό είναι ανθρωπογενούς προέλευσης (διαχειριστικές πρακτικές κατά την 
εκτροφή). 
Στις αρχές της δεκαετίας του ’70 ως stress ορίστηκε η «μη εξειδικευμένη απόκριση 
του σώματος σε κάθε επιρροή που δέχεται» (Selye, 1973). Έκτοτε, έχουν δοθεί πολλοί 
ορισμοί για το stress, από τους οποίους αρκετά ακριβής είναι αυτός των Schreck et al. 
(2001): «Πρόκειται για μια αλληλουχία γεγονότων που λαμβάνει χώρα όταν ο οργανισμός 
προσπαθεί να αντισταθεί στο θάνατο και να αποκαταστήσει την ομοιόστασή του». Κατά 
συνέπεια, για πολλά χρόνια υπερίσχυε η άποψη πως το stress είναι ένα αρνητικό 
φαινόμενο, το οποίο επηρεάζει την ομοιόσταση του οργανισμού και απειλεί την επιβίωσή 
του. Άρχισε όμως να διαφαίνεται, ότι το ζητούμενο δεν είναι τόσο η ομοιόσταση, αλλά 
η αλλόσταση. Με αυτόν τον τρόπο επιτυγχάνεται η προσαρμογή μέσω φυσιολογικών 
ή συμπεριφορικών μεταβολών που είναι γνωστές ως αντιδράσεις σε στρεσσογόνες 
συνθήκες. Με τη λογική αυτή οι Koolhaas et al. (2011) πρότειναν έναν αρκετά νεότερο 
ορισμό του stress ως εξής: «οι συνθήκες κατά τις οποίες μια περιβαλλοντική απαίτηση 
υπερβαίνει τη φυσιολογική ρυθμιστική ικανότητα ενός οργανισμού και πιο συγκεκριμένα 
καταστάσεις που είναι μη προβλέψιμες και ανεξέλεγκτες». 
To stress ανάλογα με την ένταση και την έκτασή του διακρίνεται σε οξύ και χρόνιο. 
Το οξύ stress περιλαμβάνει παρενοχλήσεις σχετικά μικρής διάρκειας (λεπτών ή ωρών) 
και συνήθως υψηλής έντασης. Στην εντατική υδατοεκτροφή τα ψάρια υφίστανται οξύ 
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stress κατά τη διαλογή, τον εμβολιασμό, το τάισμα και λοιπές διαχειριστικές πρακτικές. 
Από την άλλη, το χρόνιο stress είναι παρατεταμένο (ημέρες ή εβδομάδες) και συνήθως 
ηπιότερης έντασης. Συχνά προκαλείται από μεταβολές των περιβαλλοντικών συνθηκών, 
διακυμάνσεις της ποιότητας του νερού, μολύνσεις, εγκαθίδρυση κοινωνικής ιεραρχίας 
κ.α.     
Η πρωτογενής αντίδραση των ψαριών στην καταπόνηση περιλαμβάνει την 
έκκριση κατεχολαμινών και την ενεργοποίηση του άξονα Υποθάλαμος – Υπόφυση 
– Ενδονεφρικός ιστός (Hypothalamus-Pituitary-Interrenal – HPI). Ο εκλυτικός 
παράγοντας κορτικοτροπίνης εκκρίνεται από τον υποθάλαμο και δρα στην υπόφυση, 
η οποία στη συνέχεια συνθέτει και εκκρίνει κορτικοτρόπο ορμόνη. Με τον τρόπο 
αυτό, ενεργοποιούνται τα κύτταρα του ενδονεφρικού ιστού, τα οποία συνθέτουν 
και εκκρίνουν κορτιζόλη (Wendelaar Bonga, 1997). Επίσης, πρωτογενώς, μέσω του 
παρασυμπαθητικού νευρικού συστήματος το ερέθισμα από τον εγκέφαλο καταλήγει 
στο χρωμιόφιλο ιστό, ο οποίος εκκρίνει κατεχολαμίνες (κυρίως επινεφρίνη και 
νορεπινεφρίνη). Τόσο οι κατεχολαμίνες όσο και η κορτιζόλη ευθύνονται για τις 
δευτερογενείς αντιδράσεις του οργανισμού. H κορτιζόλη, δρα μέσω του υποδοχέα 
της (Glucocorticoid Receptor – GcR) και παρουσιάζει πλειοτροπική δράση (Lu et al., 
2006). Η ενεργοποίηση του άξονα HPI έχει ως αποτέλεσμα την ενεργοποίηση των 
ενεργειακών αποθεμάτων (λ.χ. αποθέματα γλυκογόνου), την αναερόβια γλυκόλυση 
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και την υψηλή μυϊκή δραστηριότητα. Επιπλέον, αυξάνονται τα επίπεδα γλυκόζης 
και γαλακτικού οξέος στο πλάσμα του αίματος. Για τον λόγο αυτό, η γλυκόζη και το 
γαλακτικό οξύ χρησιμοποιούνται, σε συνδυασμό με την κορτιζόλη, ως δείκτες για 
την εκτίμηση της καταπόνησης σε ψάρια (Arends et al., 1999, Acerete et al., 2004). Η 
χρόνια καταπόνηση έχει ισχυρή επίδραση σε αιματολογικές παραμέτρους (Montero 
et al., 2001). Το γεγονός αυτό ερμηνεύεται μερικώς με τη βελτίωση της ικανότητας 
του αίματος να μεταφέρει μεγαλύτερα ποσοστά οξυγόνου, σε χρονικά διαστήματα με 
υψηλές ενεργειακές απαιτήσεις.
Είναι γενικά αποδεκτό ότι, η καταπόνηση που υφίστανται τα ψάρια επηρεάζει 
τους ρυθμούς αύξησής τους, μέσω πολλαπλών βιοχημικών μηχανισμών, ιδιαίτερα 
σε συνθήκες εντατικής εκτροφής (Pickering, 1993). Είναι σαφές ότι, ελαττώνεται η 
δραστηριότητα των ψαριών κατά τη διάρκεια παροχής της τροφής, πιθανώς λόγω 
μείωσης της όρεξης (Iwama, 1997). Επιπλέον, αυξάνονται τα επίπεδα της κορτιζόλης, 
με αποτέλεσμα να επιταχύνεται ο καταβολισμός. Η κορτιζόλη, παρόλο που έχει πολύ 
ισχυρή επίδραση στον οργανισμό (Mommsen et al., 1999), δεν έχει προσδιοριστεί 
πλήρως ο μεταβολικός της ρόλος. Συνοπτικά, περιλαμβάνει την επαγωγή βιοχημικών 
οδών που ενισχύουν, όπως προαναφέρθηκε, τα επίπεδα της γλυκόζης στο αίμα 
(Vijayan et al., 1997, Diouf et al., 2000). Κατά συνέπεια, οι στρεσσογόνοι παράγοντες 
ενεργοποιούν τη γλυκογονόλυση και τη γλυκονεογένεση, κατά την οποία βιoσυντίθεται 
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γλυκόζη από ελεύθερα αμινοξέα (Milligan, 1997). Το ένζυμο της γλυκοκινάσης (Gk) 
παρουσιάζει ενεργότητα σε πολλούς διαφορετικούς ιστούς (ήπαρ, νεφρός, εγκέφαλος, 
στομάχι, έντερο κ.α.) και έχει σημαντικό ρόλο στο μεταβολισμό των υδατανθράκων. 
Λειτουργεί ως αισθητήρας στη μεταβολή των επιπέδων της γλυκόζης, σηματοδοτεί 
μεταβολικές διεργασίες και συμμετέχει στο πρώτο στάδιο της γλυκόλυσης. Η 
γλυκοκινάση καταλύει τη φωσφορυλίωση της γλυκόζης από τριφωσφορική αδενοσίνη 
(ATP) για να παραχθεί 6-φωσφορική γλυκόζη. 
Η δράση της αυξητικής ορμόνης (GH) και του ινσουλινοδραστικού αυξητικού 
παράγοντα (IGF) είναι απαραίτητη για την αύξηση των υδρόβιων οργανισμών. Ο IGF 
παράγεται στο ήπαρ, μέσω επαγωγής του, από την GH. Τα αποτελέσματα των επιπέδων 
του IGF-I σε σχέση με οξείες καταπονήσεις στα πλαίσια διαχειριστικών πρακτικών, 
υπήρξαν αντικρουόμενα. Σε σολομό του Ατλαντικού (Salmo salar) διαπιστώθηκε 
αύξηση των επιπέδων της IGF-I, 3 και 7h, μετά την πρόκληση stress (McCormick et al., 
1998), ενώ στο φαγκρί (Pagrus auratus) και στο είδος Lates calcarifer παρατηρήθηκε 
μείωση των επιπέδων της (Dyer et al., 2004b). Οι διαφορές αυτές αποδίδονται στη 
διαφορετική φύση και ένταση του στρεσσογόνου παράγοντα. Οι πολλαπλές βιοχημικές 
επιδράσεις της καταπόνησης στην αύξηση των ψαριών αποτυπώνονται στο Σχήμα 1.
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1.1 Γονιδιακή έκφραση και stress
Για τη μελέτη των γονιδίων που σχετίζονται με την καταπόνηση σε ψάρια 
χρησιμοποιούνται συνήθως δύο προσεγγίσεις: η μελέτη συγκεκριμένων γονιδίων υπό 
συνθήκες καταπόνησης και η ολιστική προσέγγιση, κατά την οποία, χρησιμοποιούνται 


















Σχήμα 1: Οι βιοχημικές μεταβολές που συνδέονται με το stress και επηρεάζουν την αύξηση  στα ψάρια 
(από Pickering, 1991)
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οργανισμούς που υποβάλλονται σε καταπόνηση. Η ποσοτικοποίηση της γονιδιακής 
έκφρασης μπορεί να αποδώσει χρήσιμους δείκτες για τη μελέτη της καταπόνησης και 
για τη βελτίωση της ποιότητας διαβίωσης των ψαριών (Gornati et al., 2004, Ribas et al., 
2004). 
Οι Gracey et al. (2001) παρατήρησαν, σε ψάρια του είδους Gillichthys mirabilis, 
λόγω χαμηλής οξυγόνωσης, επιβράδυνση της πρωτεϊνοσύνθεσης καθώς και επαγωγή 
γονιδίων σχετικών με την ανερόβια παραγωγή ATP και τη γλυκονεογένεση στο ήπαρ. 
Όμοια μεταχείριση σε ιχθύδια Danio rerio ενίσχυσε τα παραπάνω αποτελέσματα 
σχετικά με την πρωτεϊνοσύνθεση και κατέδειξε 138 γονίδια που διαφοροποιήθηκαν 
στη μεταγραφή τους λόγω της χαμηλής οξυγόνωσης (Ton et al., 2003). 
Η θερμοκρασία είναι ένας παράγοντας που προκαλεί καταπόνηση στους 
ιχθυοπληθυσμούς, όταν οι τιμές της βρίσκονται εκτός των φυσιολογικών της ορίων. 
Ψυχρό σοκ σε κυπρίνους (Cyprinus carpio) είχε ως αποτέλεσμα τη μεταβολή συνολικά 
3.461 γονιδίων σε διάφορους ιστούς. Επιπλέον, η μεγαλύτερη ομάδα μεταγράφων 
που φάνηκε να επάγονται από το ψυχρό σοκ ανήκε στην οντολογία γονιδίων (gene 
ontology) που σχετίζεται με τη μεταγραφική ρύθμιση, το μάτισμα (splicing) του RNA 
και στη μετάφραση των πρωτεϊνών. Αξίζει να σημειωθεί ότι αυξορρυθμίζονται γονίδια 
που στον εγκέφαλο εμπλέκονται στη γλυκόλυση και στο ήπαρ στο μεταβολισμό των 
λιπιδίων (Gracey et al., 2004). Σημαντικοί δείκτες που μεταβάλλονται σε συνθήκες 
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θερμικού σοκ είναι οι πρωτεΐνες θερμικού σοκ (HSPs). Επιπλέον, επηρεάζεται η 
κυτταρική αύξηση, ενώ επάγεται η σύνθεση και ο καταβολισμός των πρωτεϊνών 
(Kassahn et al., 2007).
Σε συνθήκες οξείας καταπόνησης έχουν παρατηρηθεί μεταβολές στη γονιδιακή 
έκφραση οι οποίες είναι ιστο-εξαρτώμενες. Πιο συγκεκριμένα, οι μεταβολές στον 
εγκέφαλο και στον νεφρό διαφέρουν τόσο ως προς τη λειτουργική τους σημασία, 
όσο και ως προς τον χρονικό τους εντοπισμό (Krasnov et al., 2005). Οι Cairns et al. 
(2008) αναγνώρισαν 904 κλώνους cDNA οι οποίοι επάγονται από οξεία καταπόνηση 
διαχειριστικών εφαρμογών έως και 504h μετά τη μεταχείριση. Σε πέστροφες 
(Oncorhynchus mykiss) που εκτέθηκαν σε τρίλεπτη οξεία καταπόνηση, σημειώθηκε 
σημαντική υπερέκφραση 40 γονιδίων μετά από 1h και 15 γονιδίων μετά από 24h κατά 
τη διάρκεια της φάσης προσαρμογής. Τα γονίδια αυτά εμπλέκονται σε διεργασίες 
ενεργειακού μεταβολισμού, ανοσολογίας και αποδόμησης των πρωτεϊνών στο ήπαρ 
(Wiseman et al., 2007). Σε τσιπούρες (Sparus aurata) έχει παρατηρηθεί, με τη χρήση 
της ολιστικής προσέγγισης, η επαγωγή γονιδίων που εμπλέκονται στην ενδοκυτταρική 
μεταφορά πρωτεϊνών και στην αντιοξειδωτική δράση απέναντι στις ενεργές μορφές 
οξυγόνου (Calduch-Giner et al., 2010). 
Η μελέτη της γονιδιακής έκφρασης, σε συνάρτηση με την καταπόνηση που 
δέχονται τα ψάρια υπό συνθήκες εκτροφής, μπορεί να περιοριστεί σε συγκεκριμένα 
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γονίδια - στόχους. Η ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης είναι ένας πολύπλοκος 
μηχανισμός, με τον οποίο τα κύτταρα αντιδρούν σε διαφορετικά φυσιολογικά 
ερεθίσματα. Πρέπει να σημειωθεί ότι, ενώ η γονιδιακή έκφραση είναι μια πολυδιάστατη 
διεργασία, πιθανώς η μεταγραφή είναι το πιο αντιπροσωπευτικό της στάδιο. Αυτό 
συμβαίνει διότι η μεταγραφή είναι μια ενεργοβόρος διαδικασία και στις περιπτώσεις 
που η γονιδιακή έκφραση ρυθμίζεται σε επόμενο επίπεδο (μετα-μεταγραφικό), 
δαπανάται ενέργεια άσκοπα (Watson, 1992).
Στην ορθή μεθοδολογική προσέγγιση, αναζητούνται γονίδια τα οποία είναι 
γνωστό, μέσω της ολιστικής προσέγγισης, ότι επηρεάζονται υπό συνθήκες stress. Στη 
συνέχεια, αναζητούνται ορθόλογα γονίδια στο υπό εξέταση είδος, γίνεται γνωστή η 
αλληλουχία τους και πραγματοποιείται η μέτρηση της γονιδιακής έκφρασης. Υπό το 
πρίσμα αυτό, έχουν αλληλουχηθεί πολλά μετάγραφα γονιδίων σε ψάρια με οικονομικό 
και αλιευτικό ενδιαφέρον και έχουν εκτιμηθεί με τη μέθοδο της ποσοτικής PCR. Στο 
λαβράκι (Dicentrarchus labrax), για παράδειγμα, η αύξηση της ιχθυοπυκνότητας έχει 
συνδεθεί με την επαγωγή των γονιδίων HSP70, του κυτοχρώματος P450 1Α (CYP4501A) 
και της μεταλλοθειονίνης (Mt) (Gornati et al., 2004). Αντιθέτως, η έκφραση του υποδοχέα 
της κορτιζόλης, ο οποίος είναι γνωστό ότι συνδέεται με τη μεταβολή της κορτιζόλης 
(Vazzana et al., 2010), υποεκφράζεται υπό τις ίδιες συνθήκες (Terova et al., 2005).     
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Είναι φανερό ότι οι καταπονήσεις που δέχονται τα ψάρια ως απόρροια των 
διαχειριστικών δραστηριοτήτων, έχουν αντίκτυπο σε κυτταρικό επίπεδο, στο γένωμα 
και στο μεταγραφικό του δυναμικό. Ο σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν να 
αποτυπωθούν αυτού του είδους οι μεταβολές υπό διαφορετικές μορφές καταπόνησης. 
Επιπλέον, έγινε προσπάθεια εντοπισμού πιθανών βιοδεικτών με σκοπό τη δυνατότητα 
διαχωρισμού της καταπόνησης ανάλογα με την προέλευση και την έντασή της. Στην 
παρούσα μελέτη, χρησιμοποιήθηκε η τσιπούρα (Sparus aurata), η οποία αποτελεί 
το βασικότερο είδος της Μεσογειακής υδατοκαλλιέργειας. Στο συγκεκριμένο είδος, 
πραγματοποιήθηκε η κλωνοποίηση και ο μοριακός χαρακτηρισμός των γονιδίων 
της υπεροξειδάσης του γλουταθείου (GPx), τα οποία είναι σημαντικά αντιοξειδωτικά 
ένζυμα. Επιπλέον, ποσοτικοποιήθηκε η γονιδιακή έκφραση σε γονίδια που ελέγχουν 
ποικίλες φυσιολογικές διεργασίες (αύξηση, μεταβολισμός, δράση κορτικοστεροειδών, 
οξειδωτικό stress, δέσμευση και μεταφορά μεταλλικών ιόντων). Τέλος, ανιχνεύθηκε 
η θραύση του γενετικού υλικού, τόσο λόγω πρόκλησης φυσικού stress, όσο λόγω 
ύπαρξης ιόντων βαρέων μετάλλων στο νερό. 
Οι μηδενικές υποθέσεις που τέθηκαν στην παρούσα διατριβή, πιο συγκεκριμένα, 
περιελάμβαναν τα εξής:
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•	 Οι διάφορες μορφές καταπόνησης επηρεάζουν τη μεταγραφή συγκεκριμένων 
γονιδίων που αφορούν στην αντιοξειδωτική ικανότητα, την αύξηση, την επαγωγή της 
γλυκόλυσης και τη λειτουργία των κορτικοστεροειδών.
•	 Η ύπαρξη φυσικής ή χημικής καταπόνησης προκαλεί μεταβολές στην 
ακεραιότητα του γενετικού υλικού.
•	 Η ύπαρξη και η λειτουργία στο υπό μελέτη είδος του αντοξειδωτικού 
συστήματος των GPx πρωτεϊνών, σε συνάρτηση με την εξελικτική των γονιδίων του, 
την ιστοειδικότητά του και την τριτοταγή δομή των πρωτεϊνών του. 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ
2.1 Διατήρηση πειραματικού υλικού
Άτομα τσιπούρας (Sparus aurata) μέσου βάρους 63,5±4,4g μεταφέρθηκαν 
από τις εγκαταστάσεις της μονάδας (ΔΙΑΣ, Αχλάδι Φθιώτιδας) στις εγκαταστάσεις 
του Εργαστηρίου Υδατοκαλλιεργειών του Τμήματος, σε πλαστικές δεξαμενές 
πολυαιθυλενίου υψηλής πυκνότητας (HDPE) με παροχή οξυγόνου. Πριν την έναρξη 
οποιασδήποτε πειραματικής διαδικασίας, τα ψάρια εγκλιματίστηκαν για τουλάχιστον 
ένα μήνα και εδραίωσαν διατροφή. Για το σκοπό αυτό, χρησιμοποιήθηκαν δύο κλειστά 
κυκλώματα θαλασσινού νερού συνολικού όγκου 7.400L. Η πειραματική διάταξη των 
δεξαμενών κατασκευάστηκε για τις ανάγκες της παρούσας διατριβής. Οι δεξαμενές που 
χρησιμοποιήθηκαν ήταν κυλινδρικές και κατασκευασμένες από πολυεστέρα. Η είσοδος 
του νερού γινόταν επιφανειακά υπό πίεση και περιφερειακά ώστε να προκαλεί κυκλική 
ροή του νερού. Το νερό ανακυκλωνόταν μέσω των αντλιών (Tetra DHP 4200) σε ειδικό 
σύστημα διήθησης (Tetra Pond BP4000-UV) με μέγιστη δυνατότητα ροής στα 15m3/h. 
Το σύστημα διήθησης περιλάμβανε μηχανικό, βιολογικό, χημικό καθώς και φίλτρο UV. 
Το μηχανικό φίλτρο αποτελούνταν από σπογγώδες υλικό και υαλοβάμβακα για την 
κατακράτηση των στερεών σωματιδίων, τα οποία προέρχονταν από τα υπολείμματα 
των τροφών ή τα στερεά περιττώματα των ψαριών. Το νερό διερχόταν από ενεργό 
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άνθρακα (χημικό φίλτρο), ο οποίος, μέσω δυνάμεων Van der Waals, δεσμεύει στην 
επιφάνειά του οργανικές ή ανόργανες ενώσεις από το νερό. Στο βιολογικό φίλτρο, η 
αμμωνία σταδιακά οξειδώνονταν σε νιτρώδη και νιτρικά, ενώ απομακρύνονταν με 
τελική παραγωγή αέριου αζώτου. Για να αναπτυχθούν οι βακτηριακές αποικίες που 
χορηγούνταν μέσω του προσθέτου Stress Zyme® (API, Mars Fishcare Inc., Chalfont, PA, 
USA), χρησιμοποιήθηκε ως υπόστρωμα το πορώδες υλικό Biochem stars® (RENA, Mars 
Fishcare Inc.). Τέλος, το σύστημα διήθησης περιείχε ενσωματωμένη λυχνία UV 18Watt, 
για τον έλεγχο του παθογόνου μικροβιακού φορτίου και τη διατήρησή του σε χαμηλά 
επίπεδα εντός του συστήματος ανακύκλωσης (Σχ. 2). 
Σε όλες τις πειραματικές μεταχειρίσεις η ιχθυοφόρτιση διατηρήθηκε σταθερή 
περίπου στα 4kg/m3. Η θερμοκρασία του νερού ρυθμίστηκε με σύστημα ψύξης 
– θέρμανσης του περιβάλλοντος χώρου (air-conditioning) και διατηρήθηκε σε 
σταθερά επίπεδα καθ’ όλη τη διάρκεια των πειραματισμών (18±2οC). H συγκέντρωση 
της αμμωνίας (1±0,5ppm) καθώς και η ενεργός οξύτητα του νερού (pH:7,4) 
παρακολουθούνταν καθημερινά και δεν διαπιστώθηκαν ιδιαίτερες μεταβολές. Η 
αλατότητα διατηρήθηκε σε σταθερά επίπεδα (34psu) με την προσθήκη γλυκού νερού, 
όποτε αυτό κρίθηκε απαραίτητο. Για την αποτελεσματική οξυγόνωση του νερού, 
δύο αεραντλίες εναλλάσσονταν ανά μία ώρα, με τη βοήθεια χρονοδιακόπτη, ενώ οι 
δεξαμενές διέθεταν αεριστήρες διάχυσης αέρα (αερόπετρες). Τα ψάρια σιτίζονταν 
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Σχήμα 2: Σχεδιάγραμμα χώρου πειραματισμού με 16 κυκλικές δεξαμενές (γαλάζιο). Η είσοδος του 
νερού στις δεξαμενές απεικονίζεται με πράσινο και η έξοδος με κόκκινο χρώμα. Οι πράσινοι κύκλοι 
παριστάνουν το σύστημα διήθησης. Τα τετράγωνα με μπλέ και κίτρινο χρώμα απεικονίζουν τους 
κυκλοφορητές και τις αεραντλίες, αντίστοιχα. Με μαύρη διακεκκομένη γραμμή απεικονίζεται το 
κύκλωμα αερισμού των δεξαμενών με τις ανεπίστρεπτες βαλβίδες (μαύρες ελλείψεις).
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με εξωθημένες πελέτες διαμέτρου 3 και 4,5mm (Biomar, Βόλος), σύμφωνα με τους 
πίνακες διατροφής που χορηγήθηκαν από τον κατασκευαστή και ανάλογα με το μέσο 
βάρος των ψαριών και τη θερμοκρασία του νερού (Πίν.1 ). Το σιτηρέσιο προσφερόταν 
στα ψάρια δύο φορές ημερησίως, με το χέρι. Αξίζει να σημειωθεί ότι, για το σύνολο των 
δοκιμών που πραγματοποιήθηκαν, τα ψάρια παρέμειναν σε καλή φυσική κατάσταση 







12 14 16 18 20 22 24 26 28
20 35 3,0 1,04 1,30 1,62 1,97 2,35 2,70 2,97 2,99 2,54
35 60 3,0 0,87 1,10 1,36 1,66 1,98 2,28 2,50 2,53 2,15
60 100 4,5 0,73 0,91 1,13 1,38 1,65 1,90 2,09 2,10 1,79
100 150 4,5 0,62 0,78 0,97 1,18 1,41 1,62 1,78 1,80 1,53
150 200 4,5 0,54 0,68 0,85 1,03 1,23 1,42 1,56 1,57 1,34
200 250 4,5 0,49 0,61 0,76 0,93 1,10 1,27 1,40 1,41 1,20
250 300 4,5 0,44 0,56 0,69 0,84 1,00 1,16 1,27 1,28 1,09
300 350 6,0 0,41 0,51 0,63 0,77 0,92 1,06 1,17 1,18 1,00
350 400 6,0 0,37 0,47 0,58 0,71 0,85 0,98 1,08 1,09 0,92
2.2 Hλεκτροφόρηση μεμονωμένων κυττάρων 
Η ηλεκτροφόρηση μεμονωμένων κυττάρων (Single Cell Gel Electrophoresis – 
SCGE), γνωστή και ως comet assay, πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται από τους 
Singh et al. (1988). Τα ψάρια θανατώθηκαν ακαριαία και τα δείγματα που ελήφθησαν από 
Πίνακας 1: Πίνακας διατροφής (κιλά τροφής % σωματικού βάρους ψαριών). Πηγή: www.biomar.com
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το ήπαρ, εκπλύθηκαν με ρυθμιστικό διάλυμα HBSS. Ακολούθησε πέψη του κολλαγόνου 
με κολλαγονάση CLS τύπου Ι (Biochrom AG, Germany) και μηχανικός τεμαχισμός του 
ιστού. Τα κύτταρα διηθήθηκαν με αποστειρωμένη γάζα (~150μm) και ακολούθησαν 
δύο διαδοχικές πλύσεις με ρυθμιστικό διάλυμα HBSS (Biochrom AG, Germany)  και 
φυγοκέντρηση 2.000rpm για 5min. Η πελέτα των κυττάρων αραιώθηκε σε ρυθμιστικό 
διάλυμα PBS (Biochrom AG, Germany), το κυτταρικό εναιώρημα ομογενοποιήθηκε 
με αγαρόζη χαμηλού σημείου τήξης 1% (Applichem, Germany) και τοποθετήθηκε 
σε αντικειμενοφόρους πλάκες FLARE™ (Trevigen, Gaithersburg, MD, USA). Οι πλάκες 
τοποθετήθηκαν σε διάλυμα λύσης στους 4οC για 1h, τόσο για την απομάκρυνση των 
κυτταρικών πρωτεϊνών, όσο και για την αποδιάταξη της κυτταρικής και πυρηνικής 
μεμβράνης. Τα δείγματα εκπλύθηκαν με απεσταγμένο νερό και τοποθετήθηκαν σε 
σκοτεινή συσκευή οριζόντιας ηλεκτροφόρησης, σε αλκαλικό ρυθμιστικό διάλυμα 
ηλεκτροφόρησης (pH>12) για 15min. Μετά την ηλεκτροφόρηση (25V, 300mA, 
15min) τα δείγματα εκπλύθηκαν σε διάλυμα εξουδετέρωσης. Οι παρασκευές των 
διαλυμάτων περιγράφονται στον Πίνακα 5 του Παραρτήματος. Το στάδιο αυτό είναι 
απαραίτητο για να πραγματοποιηθεί η χρώση του DNA. Ακολούθησε η μικροσκοπική 
παρατήρηση των κυτταρικών πυρήνων ύστερα από χρώση του DNA με 100X SYBR 
Green I. Το μικροσκόπιο φθορισμού που χρησιμοποιήθηκε (Zeiss Axiostar plus), ήταν 
εφοδιασμένο με φίλτρο διέγερσης και αποκοπής στα 497 και 520nm, αντίστοιχα. 
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Από κάθε άτομο/δείγμα χρησιμοποιήθηκαν δύο (2) αντικειμενοφόρες πλάκες και 
καταγράφηκαν 50 πυρήνες κυττάρων από κάθε πλάκα. Η καταγραφή των εικόνων 
πραγματοποιήθηκε με το λογισμικό ProgRes Capture Pro 2.1 (Jenoptik AG,  Germany), 
ενώ η επεξεργασία των δεδομένων πραγματοποιήθηκε με το λογισμικό CASP (Konca 
et al., 2003). H παράμετρος που χρησιμοποιήθηκε ήταν η Olive Tail Moment (ΟΤΜ), η 
οποία ορίζεται ως το ποσοστό του DNA στην «ουρά» του «κομήτη» και το μήκος της 
«ουράς», σύμφωνα με την εξίσωση: 
ΟΤΜ=[(Μήκος ουράς - Διάμετρος κεφαλής)×(% DNA ουράς)]/100
όπου διάμετρος κεφαλής και μήκος ουράς θεωρούνται το ακέραιο και το κερματισμένο 
DNA αντίστοιχα. Δύο πυρήνες με ακέραιο (A) και κερματισμένο DNA (Β) παρουσιάζονται 
στο Σχήμα 3.
Σχήμα 3: Χαρακτηριστικοί κομήτες από πυρήνα με ακέραιο DNA (A) και από πυρήνα με υψηλό 
κερματισμό (Β) (προσωπικό αρχείο).
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2.3 Εξαγωγή ολικού RNA
Για την εξαγωγή του RNA, ελήφθησαν όλες οι απαραίτητες προφυλάξεις, 
ώστε να εξουδετερωθούν οι ριβονουκλεάσες και να μην υποβαθμιστεί το RNA 
(απολύμανση με RNase-ExitusPlus™, χρήση διαιθυλπυροκαρβονικού εστέρα-DEPC 
κ.λπ.). Σε κάθε δειγματοληψία, τα δείγματα προήλθαν από το ίδιο σημείο του ιστού 
(50mg) ώστε να αποφευχθεί εισαγωγή σφάλματος στον πειραματισμό (Olsvik et al., 
2007). Τα τμήματα των ιστών ομογενοποιήθηκαν σε κυβέτα που περιείχε 1mL TRIzol® 
και φυγοκεντρήθηκαν (12.000g, 10min, 4οC). Το στάδιο αυτό είναι απαραίτητο για 
ιστούς με υψηλή περιεκτικότητα λιποπολυσακχαριτών. Επιπλέον, με τον τρόπο 
αυτό απομακρύνεται μέρος του γενομικού DNA. Μετά την αφαίρεση του ιζήματος, 
επωάστηκαν σε θερμοκρασία δωματίου (25οC, 5min) για την αποδιάταξη των 
νουκλεοπρωτεϊνικών συμπλόκων. Πραγματοποιήθηκε καθίζηση των πρωτεϊνών και 
του DNA, με την προσθήκη 0,2mL χλωροφορμίου και φυγοκέντρηση (12.000g, 15 
min, 4°C). Το ολικό υπερκείμενο RNA καταβυθίστηκε ως πελέτα με τη χρήση 500mL 
2-προπανόλης και ακολούθησε φυγοκέντρηση (12.000g, 10 min, 4°C). Η υπόλευκη 
πελέτα RNA εκλούστηκε με προσθήκη υδατικού διαλύματος αιθανόλης (75%) και 
ακολούθησε φυγοκέντρηση (7.500g, 5min, 4oC). Τέλος, η εξάτμιση της αιθανόλης 
πραγματοποιήθηκε με τη χρήση αντλίας κενού για 10min. 
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Το RNA διαλύθηκε σε DEPC νερό και αποθηκεύτηκε στους -80οC για 
περαιτέρω ανάλυση. Η μέτρηση της συγκέντρωσης του RNA πραγματοποιήθηκε 
σε φασματοφωτόμετρο τύπου Nanodrop (ND-1000, Thermo Scientific), ενώ 
εκτιμήθηκε και η καθαρότητά του. Επιπλέον, έγινε έλεγχος για πιθανή υποβάθμιση με 
ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης (1%) με ρυθμιστικό διάλυμα ΤΒΕ (1Χ) και χρώση 
βρωμιούχου αιθιδίου (1μΜ).
2.4 Αντίστροφη μεταγραφή mRNA (RT-PCR)
Στην παρούσα διατριβή, χρησιμοποιήθηκε η αντίστροφη μεταγραφάση 
Superscript® III, η οποία θεωρείται η αποδοτικότερη των ανάλογων εμπορικών 
προϊόντων (Stahlberg et al., 2004) και περιλαμβάνεται στο σύστημα SuperScript® 
III First-Strand Synthesis SuperMix for qRT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).  Η 
αντίδραση περιείχε 1μg ολικού RNA, το οποίο είχε ήδη υποστεί επώαση με DNAse I 
Amplification Grade (Invitrogen), 10μL 2X RT Reaction Mix και 2μL RT Enzyme Mix. Η 
επώαση έγινε διαδοχικά σε τρία στάδια: στους 25οC για 10min, στους 50oC για 30min και 
τερματισμός της αντίδρασης στους 85oC για 5min. Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε 
πέψη της περίσσειας των ριβονοκλεϊκών οξέων με E. coli RNAse H στους 37οC για 
20min. Το εναιώρημα του cDNA αποθηκεύτηκε στους -20οC, για περαιτέρω χρήση.
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2.5 Ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (qPCR)
Η ποσοτική PCR πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του SybrGreener qPCR 
Supermix Universal και αποτελούνταν από τα παρακάτω στάδια: α) Αρχική επώαση 
στους 50οC για 5 λεπτά, ώστε με τη δράση της ουρακίλης DNA γλυκοσυλάσης (UDG) 
να απομακρυνθεί το υπόλοιπο RNA, β) Επώαση αποδιάταξης και ενεργοποίησης του 
ενζύμου της πολυμεράσης στους 95οC για 10 λεπτά, γ) 40 θερμοκρασιακοί κύκλοι 
αποδιάταξης των 30sec στους 95οC και υβριδοποίησης–επιμήκυνσης ανάλογα με τη 
θερμοκρασία υβριδοποίησης κάθε εκκινητή. Οι εκκινητές, οι οποίοι σχεδιάστηκαν ώστε 
να ενισχύουν τμήματα συγκεκριμένων γονιδίων παρουσιάζονται στον Πίνακα 3 του 
Παραρτήματος. Δύο διαφορετικές προσεγγίσεις χρησιμοποιήθηκαν για την ιστοειδική 
έκφραση των GPx γονιδίων και τη σχετική γονιδιακή έκφραση υπό διάφορες συνθήκες 
καταπόνησης, οι οποίες αναλύονται στη συνέχεια.
2.6 Ιστοειδική έκφραση των ομολόγων GPx
Η ανάλυση των αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε με την κατασκευή πρότυπων 
καμπυλών για την ποσοτικοποίηση των ομολόγων GPx γονιδίων. Για κάθε ζεύγος 
εκκινητών με γνωστές συγκεντρώσεις πλασμιδιακού DNA (βλ. Κεφ. 2.6) και για κάθε 
ένα από τα τέσσερα γονίδια GPx, χρησιμοποιήθηκαν για τη δημιουργία της καμπύλης 
παλινδρόμησης:
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Log(copies)=αCq+β
όπου Log(copies) ο λογάριθμος της ποσότητας των πλασμιδιακών κλώνων και Cq ο 
κύκλος ποσοτικοποίησης. Η ποσότητα των πλασμιδιακών κλώνων υπολογίστηκε από 
το μοριακό βάρος κάθε αλληλουχίας, τον αριθμό Avogadro (6,023×1023 μόρια/mol) 
και τη συγκέντρωσή του στο διάλυμα, η οποία μετρήθηκε με φασματοφωτόμετρο 
Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific). Το Μοριακό Βάρος (ΜΒ) των πλασμιδιακών 
DNA υπολογίστηκε σύμφωνα με τον τύπο:
ΜΒ=(ΑA×313,2)+(ΑΤ×304,2)+(ΑC×289,2)+(ΑG×329,2)
όπου τα ΑΑ, ΑΤ, ΑC και AG αποτελούν τον αριθμό των νουκλεοτιδίων A,T,C και G, 
αντίστοιχα, στο σύνολο της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας (www.invitrogen.com). 
2.7 Σχετική γονιδιακή έκφραση
Για την RT-qPCR ανάλυση απομονώθηκε ολικό RNA από ήπαρ ατόμων τσιπούρας 
και μεταγράφηκε αντιστρόφως σε cDNA, όπως περιγράφεται στα Κεφ. 2.4 και 2.5. Τα 
γονίδια αναφοράς που χρησιμοποιήθηκαν για τη μελέτη της σχετικής γονιδιακής 
έκφρασης, ήταν αυτά της β-ακτίνης (Actb), του παράγοντα επιμήκυνσης 1α (EF-1α) της 
αφυδρογονάσης της 3-φωσφορıκής γλυκεραλδεΰδης (GAPDH) και της α-τουμπουλίνης 
(Tuba). Η σύγκριση των παραπάνω, που πραγματοποήθηκε με τον αλγόριθμο 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ
Normfinder (Andersen et al., 2004), κατέδειξε ότι το γονίδιο β-Act παρουσίασε τη 
μεγαλύτερη σταθερότητα και επιλέχθηκε τελικά ως γονίδιο αναφοράς. 
Ο στατιστικός έλεγχος των δεδομένων πραγματοποιήθηκε με το λογισμικό REST 
2009 (Pfaffl et al., 2002), το οποίο χρησιμοποιεί έλεγχο τυχαιοποίησης (randomization), 
ενώ για κάθε έλεγχο πραγματοποιήθηκαν 10.000 επαναλήψεις. 
2.8 Μέτρηση της κορτιζόλης
Οι συγκεντρώσεις της κορτιζόλης σε ορό αίματος υπολογίστηκαν με τη χρήση της 
ραδιοανοσολογικής μεθόδου (RIA). Σε κάθε δειγματοληψία, η λήψη του αίματος γινόταν 
με τη χρήση σύριγγας 5mL από την ραχιαία φλέβα. Τα δείγματα αίματος που ελήφθησαν 
από τα ψάρια φυγοκεντρήθηκαν στις 3000rpm για 30min, για το διαχωρισμό του 
πλάσματος και τέλος καταψύχθηκαν στους -80οC. Η εφαρμογή της ραδιοανοσολογικής 
μεθόδου (RIA, RadioImmunoAssay), πραγματοποιήθηκε στο Εργαστήριο Ανατομίας και 
Φυσιολογίας Αγροτικών Ζώων του Γεωπονικού Πανεπιστημίου Αθηνών, με τη χρήση 
του εμπορικού σκευάσματος Coat-A-Count Cortisol (DPC, Los Angeles, CA, USA), όπως 
έχει ήδη αναφερθεί (Ainsworth et al., 1985).
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3. ΚΑΤΑΠΟΝΗΣΗ ΛΟΓΩ ΑΣΙΤΙΑΣ ΚΑΙ ΠΑΓΙΔΕΥΣΗΣ
3.1 Εισαγωγή
Η ανάλυση των μεταγράφων του γονιδιώματος (transcriptomics) οδήγησε στην 
εξεύρεση νέων δεικτών για τη μελέτη της απόκρισης των οργανισμών σε συνθήκες 
οξέος ή χρόνιου stress, όπως για παράδειγμα η πέστροφα και η τσιπούρα (Krasnov 
et al., 2005, Sarropoulou et al., 2005, Wiseman et al., 2007, Calduch-Giner et al., 
2010). Οι μεταβολές της γονιδιακής έκφρασης που προκαλούνται από το stress 
στους υδρόβιους οργανισμούς, καταδεικνύουν την εμπλοκή μοριακών μηχανισμών 
οι οποίοι δεν είχαν σχετιστεί στο παρελθόν με το stress. Παρόλο που παρατηρείται 
αύξηση του αριθμού των εργασιών στη διεθνή βιβλιογραφία σχετικά με τη γονιδιακή 
έκφραση των οργανισμών υπό συνθήκες stress, δεν υπάρχει επαρκής κατανόηση των 
μοριακών μηχανισμών που υποκρύπτονται στην αντίδραση των ψαριών απέναντι σε 
συγκεκριμένους στρεσσογόνους παράγοντες.
H κορτιζόλη είναι στεροειδής ορμόνη που εκκρίνεται στην αιματική κυκλοφορία 
από τον ενδονεφρικό ιστό (interrenal tissue) και χρησιμοποιείται στα ψάρια ως 
βιοχημικός δείκτης stress (Barton, 2002). Υπάρχουν αρκετές μελέτες που έχουν εξετάσει 
τη γονιδιακή έκφραση του υποδοχέα των κορτικοστεροειδών (GcR, glucocorticoid 
receptor) σε ψάρια υπό συνθήκες τόσο οξέος όσο και χρόνιου stress (Sathiyaa 
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and Vijayan, 2003, Vijayan et al., 2003, Stolte et al., 2008, Stolte et al., 2009). Έχουν 
περιγραφεί δύο ισομορφές GcR οι οποίες κωδικοποιούνται από δύο ομόλογα γονίδια 
στην πέστροφα (Bury et al., 2003), στο λαβράκι (Terova et al., 2005, Vizzini et al., 2007) 
και στο είδος Haplochromis burtoni (Greenwood et al., 2003). Αντιθέτως, στην τσιπούρα 
(Acerete et al., 2007) και στο zebrafish (Alsop and Vijayan, 2008) έχει αναφερθεί ένα 
αντίγραφο του GcR. H λειτουργία του φαίνεται να επηρεάζεται υπό συνθήκες χρόνιου 
stress, καθώς η γονιδιακή του έκφραση στο ήπαρ εμφανίστηκε μειωμένη με την 
αύξηση της ιχθυοπυκνότητας στο λαβράκι (Terova et al., 2005). Επιπλέον, η γονιδιακή 
έκφραση του υποδοχέα της κορτιζόλης, στον πρόσθιο νεφρό, φαίνεται να ρυθμίζεται 
από εξωγενή χορήγηση κορτιζόλης (Vazzana et al., 2010).
Αν και η ενζυμική δραστικότητα των γονιδίων GPx υπό συνθήκες stress έχει 
μελετηθεί επαρκώς, η πληροφορία που υπάρχει σχετικά με τη γονιδιακή έκφραση των 
GPx ομολόγων είναι περιορισμένη. Οι Castro et al. (2012) έδειξαν ότι η ενζυμική δράση 
των GPx αυξήθηκε μετά από θερμικό stress σε ιχθύες, που ταΐζονταν με ποσοστό 
πρωτεΐνης 55%. Αντιθέτως η ενζυμική δράση μειώθηκε όταν το ποσοστό πρωτεΐνης 
ελαττώθηκε στο 45%. Επιπλέον, η GPx ενζυμική δραστικότητα παρατηρήθηκε αυξημένη 
σε χρυσόψαρα (Carassius auratus) που είχαν υποστεί θερμικό stress (Bagnyukova et al., 
2007).
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Η αναγωγάση του γλουταθείου (GR, glutathione reductase) είναι αντιοξειδωτικό 
ένζυμο, το οποίο ολοκληρώνει τον οξειδοαναγωγικό κύκλο ανάγοντας το δισουλφίδιο 
του γλουταθείου (GSSH) σε γλουταθείο (GSH) παρουσία NADPH. Η ενζυμική της 
δραστικότητα παρατηρήθηκε μειωμένη σε άτομα συναγρίδας (Dentex dentex) και 
ιριδίζουσας πέστροφας (Oncorhynchus mykiss) τα οποία παρέμειναν άσιτα (Blom et al., 
2000, Morales et al., 2004). Αντιθέτως, σε ιχθύες τσιπούρας παρατηρήθηκε σημαντική 
αύξηση της ενζυμικής δράσης, υπό συγκρίσιμες συνθήκες (Pascual et al., 2003).  
Η γλυκοκινάση (Gk, glucokinase) είναι το ένζυμο που καταλύει τη φωσφορυλίωση 
της γλυκόζης σε 6 φωσφορική γλυκόζη κατά τη διαδικασία της γλυκόλυσης, δηλαδή 
το πρώτο στάδιο της κυτταρικής αναπνοής. Η  δράση της φάνηκε να επάγεται από τα 
κορτικοστεροειδή σε κύτταρα επίμυος (Schudt, 1979). Σε πέστροφες παρατηρήθηκε 
αύξηση των μεταγράφων της γλυκοκινάσης στο ήπαρ 1h μετά την έκθεσή τους σε οξύ 
stress (Wiseman et al., 2007). Επιπλέον, παρατηρήθηκαν μεταβολές στην έκφραση 
του γονιδίου της γλυκοκινάσης, ως απόκριση σε χρόνιο stress στο είδος Fundulus 
heteroclitus (Picard and Schulte, 2004).  
Οι ινσουλινόμορφοι αυξητικοί παράγοντες (IGFs, Insulin like growth factors) είναι 
πολυπεπτίδια, που διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη και την αύξηση. 
Στην τσιπούρα η IGF-I αποτελείται από 182 αμινοξέα και έχει μοριακό βάρος 19,963 
kDa ενώ η IGF-II αποτελείται από 215 αμινοξέα και έχει μοριακό βάρος 24,633 kDa 
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(Duguay et al., 1996). Η αυξητική ορμόνη (GH, growth hormone) προάγει την ηπατική 
σύνθεση των IGF παραγόντων και η έκφρασή τους είναι άμεσα συνδεδεμένη με τη 
διατροφική κατάσταση των ιχθύων (Reinecke et al., 2005, Small, 2005).
Σκοπός των πειραμάτων αυτών ήταν να μελετηθεί κατά πόσον η περίοδος 
ασιτίας ή ο χρόνος έκθεσης των ψαριών σε οξύ stress μεταβάλει τη συγκέντρωση 
κορτιζόλης στο αίμα, διαφοροποιεί τη γονιδιακή έκφραση των GcR, GPx (1a, 1b, 4a, 
4b), GR, Gk, IGF-I και IGF-II γονιδίων και προκαλεί γενοτοξική δράση στο γενετικό υλικό. 
Το ήπαρ επιλέχθηκε ως όργανο – στόχος λόγω της συμμετοχής του στην αποτοξίνωση, 
στην πρωτεϊνοσύνθεση και στο μεταβολισμό (Moon et al., 1985). Οι μεταχειρίσεις 
που επιλέχθηκαν θεωρούνται παράγοντες που εισάγουν stress σε ιχθύς εντατικής 
εκτροφής. Σε αρκετές περιπτώσεις, η παγίδευση σε απόχη είναι μέρος της καθημερινής 
διαχειριστικής πρακτικής (π.χ. εμβολιασμοί, μεταφορά, διαλογή κ.α.). Από την άλλη, οι 
συνθήκες μακράς ασιτίας (πάνω από 2 μέρες), δεν χρησιμοποιούνται στην παραγωγή, 
αλλά μόνο στην έρευνα των υδατοκαλλιεργειών με σκοπό τη βελτίωση της ποιότητας 
της σάρκας και την εκτίμηση του φαινομένου της αύξησης – αντιστάθμισης.  
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3.2 Υλικά και μέθοδοι
3.2.1 Πειραματικός σχεδιασμός
Το πειραματικό σχέδιο περιλάμβανε τρείς πειραματικές ομάδες. Η πρώτη 
πειραματική ομάδα αποτελείτο από ψάρια που εκτέθηκαν σε ασιτία, η δεύτερη 
από ψάρια τα οποία παγιδεύτηκαν και η τρίτη ήταν ο μάρτυρας. Κάθε μεταχείριση 
αντιστοιχούσε σε δύο δεξαμενές – επαναλήψεις.  
Τα ψάρια που παρέμειναν σε ασιτία (Fasting Stress – FS) ελήφθησαν την ημέρα 7 
(FS7), 14 (FS14), 21 (FS21) και 42 (FS42) από την έναρξη του πειράματος. Τα ψάρια που 
παγιδεύτηκαν σε απόχη (Confinement Stress – CS) θυσιάστηκαν μετά το πέρας 1 (CS1m), 
3 (CS3m) και 5 (CS5m) λεπτών. Επιπλέον, κάποια δείγματα μετά το πέρας των 5 λεπτών 
επανατοποθετήθηκαν στη δεξαμενή και θυσιάστηκαν 1 (CS1h) και 24 (CS24h) ώρες, κατά 
τη διάρκεια της επαναφοράς τους σε συνθήκες ηρεμίας. Σε κάθε περίπτωση τα ψάρια 
έμειναν άσιτα για 24h πριν τη δειγματοληψία. Η δειγματοληψία πραγματοποιήθηκε σε 
κάθε περίπτωση μεταξύ 8:00 και 10:00 π.μ., ώστε να αποφευχθούν μεταβολές στους 
υπό μέτρηση παράγοντες λόγω του κιρκαδικού ρυθμού των οργανισμών. 
Μετά τη λήψη αίματος με ηπαρινισμένη σύριγγα από την ουραία φλέβα, η 
δειγματοληψία πραγματοποιήθηκε με χτύπημα στο κεφάλι και άμεση αφαίρεση 
του ήπατος. Η εξαγωγή ολικού RNA, η αντίστροφη μεταγραφή RT-PCR, η ποσοτική 
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PCR (qPCR), η εκτίμηση της κορτιζόλης και η ηλεκτροφόρηση μεμονομένων 
κυττάρων (SCGE) περιγράφονται στο Κεφάλαιο 2 Υλικά και Μέθοδοι της παρούσας 
διατριβής. Η μεταχείριση των οργανισμών, καθώς και το σύνολο των διαδικασιών 
που ακολουθήθηκαν ήταν εναρμονισμένες με την Κοινοτική Οδηγία 2010/63/ΕΕ περί 
προστασίας των ζώων που χρησιμοποιούνται για επιστημονικούς σκοπούς.          
3.2.2 Στατιστική ανάλυση 
Για να επιβεβαιωθούν ή να απορριφθούν οι αρχικά διατυπωμένες μηδενικές 
υποθέσεις, πρέπει να είναι εφικτή η συλλογή και η ανάλυση των μετρήσεων, με 
τέτοιο τρόπο ώστε να εξασφαλιστεί η εξαγωγή χρήσιμων και αντιπροσωπευτικών 
συμπερασμάτων. Για να πραγματοποιηθεί ανάλυση των διακυμάνσεων (ANOVA), 
πρέπει να πληρούνται δύο απαραίτητες προϋποθέσεις: Τα δεδομένα πρέπει να 
αντιπροσωπεύουν την κανονική κατανομή και οι διακυμάνσεις των πειραματικών 
ομάδων να είναι ομοιογενείς. 
Οι τιμές ΟΤΜ που προέκυψαν από την ανάλυση SCGE ελέγχθηκαν για την 
κανονικότητα της κατανομής τους με το κριτήριο των Kolmogorov – Smirnov – 
Lilliefors (Lilliefors, 1967). Ο έλεγχος της ισοδυναμίας των διακυμάνσεων μεταξύ των 
πειραματικών ομάδων πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με τους Brown and Forsythe 
(1974). Οι κατανομές των τιμών ΟΤΜ (βλέπε Κεφ. 2,2) που προέκυψαν από την ανάλυση 
SCGE απόκλιναν από την κανονική κατανομή. Για το λόγο αυτό, η βέλτιστη στατιστική 
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διαχείριση των δεδομένων που προκύπτουν από ένα πείραμα SCGE, είναι σύνθετη 
(Lovell and Omori, 2008, Bright et al., 2011). 
Για την πραγματοποίηση της στατιστικής ανάλυσης τα δεδομένα που προέκυψαν 
από την SCGE μετασχηματίστηκαν, με τη χρήση του προγράμματος JMP10 (SAS, NC, 
USA), κατά Box-Cox (Box and Cox, 1982) σύμφωνα με τους παρακάτω τύπους:
FS:  Y=LOG10(OTM)x0,1954
CS: Υ=LOG10(OTM)x0,72
Για τη σύγκριση των μέσων όρων χρησιμοποιήθηκε η Ανάλυση της 
Παραλλακτικότητας (ANOVA) και το κριτήριο του Tukey (1953), σε επίπεδο 
σημαντικότητας α=0,05. Οι μετασχηματισμοί των τιμών καθώς και οι έλεγχοι κανονικής 
κατανομής και ισοδυναμίας διακυμάνσεων πραγματοποιήθηκαν με το στατιστικό 
πακέτο JMP 10 (SAS, NC, USA). Η ANOVA πραγματοποιήθηκε στο στατιστικό πακέτο 
SPSS Statistics 20 (IBM, NY, USA). 
3.3 Αποτελέσματα
Οι ρυθμοί αύξησης των πειραματικών ψαριών για την ομάδα του μάρτυρα και 
για την ομάδα FS παρουσιάζονται στο Σχήμα 4.  
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3.3.1 Γονιδιακή έκφραση 
Το ολικό RNA που απομονώθηκε από τους πειραματικούς οργανισμούς 
παρουσίασε λόγο Α260/280 με εύρος 1,74-2,28. Επίσης, η εικόνα που παρουσίασαν τα 
δείγματα σε ηλεκτροφόρηση αγαρόζης πληρούσε τις προδιαγραφές για περαιτέρω 
χρήση σε RT-PCR. Στις περιπτώσεις όπου το RNA εμφανίστηκε υποβαθμισμένο 
πραγματοποιήθηκε απομόνωση εκ νέου. Τα γονίδια που χρησιμοποιήθηκαν ως 
γονίδια αναφοράς ελέγχθηκαν για τη σταθερότητα της έκφρασής τους με τον 
αλγόριθμο Normfinder (Σχ. 5). Η β-ακτίνη (Actb) χρησιμοποιήθηκε ως το σταθερότερα 
μεταγραφόμενο γονίδιο για τις συγκεκριμένες πειραματικές συνθήκες. Για όλα τα 
y = -0,1986x + 63,785
R² = 0,9571























Σχήμα 4: Η μεταβολή του μέσου βάρους των ψαριών κατά τη διάρκεια των 42 ημερών του πειραματισμού 
για το μάρτυρα και τη μεταχείριση της ασιτίας (FS). Οι κάθετες γραμμές αντιπροσωπεύουν το τυπικό 
σφάλμα.
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γονίδια-στόχους κατασκευάστηκαν πρότυπες καμπύλες, με σκοπό να υπολογιστεί η 
αποδοτικότητα της αντίδρασης qPCR. Οι αποδοτικότητες κρίθηκαν ικανοποιητικές (Σχ. 
6), εάν ληφθεί υπόψη ότι υπολογίστηκαν από 92,5% ως 104% σε όλες τις περιπτώσεις 
εκτός από τα GPx1b (81,1%) και GPx4b (85%). 
Οι μεταβολές της γονιδιακής έκφρασης σε ψάρια FS παρουσιάζονται στο Σχήμα 
7 και σε CS στο Σχήμα 8. 
Στην ομάδα FS παρατηρήθηκε σταθερή γονιδιακή έκφραση των παραλόγων 
γονιδίων GPx1. Παρόλο που τα παράλογα GPx1a και GPx1b παρουσίασαν 




















Σχήμα 5: Τιμή σταθερότητας υποψήφιων γονιδίων αναφοράς για ποσοτικοποίηση της γονιδιακής 
έκφρασης. Τελικά επελέγη η β-ακτίνη ως το καταλληλότερο γονίδιο - αναφοράς.
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κύκλος     qPCR
GCR
Σχήμα 6: Πρότυπες καμπύλες qPCR για τον υπολογισμό της αποδοτικότητας της αντίδρασης για τα 
υπό μελέτη γονίδια. Η αποδοτικότητα κάθε αντίδρασης υπολογίζεται από την κλίση της γραμμικής 
καμπύλης παλινδρόμησης. Οι οριζόντιες γραμμές αντιπροσωπεύουν το τυπικό σφάλμα μεταξύ τεχνικών 
επαναλήψεων. 
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Σχήμα 7: Μεταβολές της γονιδιακής έκφρασης γονιδίων στόχων σε ήπαρ ατόμων τσιπούρας κατά τη 
διάρκεια της ασιτίας (***P<0,001, **P<0,01, *P<0,05). Η οριζόντια γραμμή αντιπροσωπεύει τη διάμεσο. 
Κάθε πλαίσιο-κουτί περιλαμβάνει το 50% των παρατηρήσεων. Οι ανώτερες και κατώτερες απολήξεις 
υποδεικνύουν το 75% και το 25% των παρατηρήσεων, αντίστοιχα. 
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Σχήμα 8: Μεταβολές της γονιδιακής έκφρασης γονιδίων στόχων σε ήπαρ ατόμων τσιπούρας κατά τη 
διάρκεια της παγίδευσης σε απόχη.  Οι μετρήσεις σε 1h και 24h αφορούν σε χρόνο ηρεμίας, μετά από 
5min έκθεση σε stress (***P<0,001, **P<0,01, *P<0,05). Η οριζόντια γραμμή αντιπροσωπεύει τη διάμεσο. 
Κάθε πλαίσιο-κουτί περιλαμβάνει το 50% των παρατηρήσεων. Οι ανώτερες και κατώτερες απολήξεις 
υποδεικνύουν το 75% και το 25% των παρατηρήσεων, αντίστοιχα. 
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από τους στατιστικούς ελέγχους (P>0,05). Η ισομορφή GPx4 φάνηκε να μην επάγεται 
από την ασιτία με εξαίρεση τη μέρα 14, όπου η έκφρασή της μειώθηκε σημαντικά σε 
σχέση με τον μάρτυρα (10-φορές, P<0,001). Αντιθέτως, η έκφραση του παραλόγου 
GPx4b εμφανίστηκε να επάγεται >6 φορές και 5 φορές κατά τις ημέρες FS7 και FS21, 
αντίστοιχα (P<0,05).Το γονίδιο GR αυξορρυθμίστηκε σημαντικά (4 φορές) κατά την 
FS21 (P<0,05). Τα γονίδια Gk και IGF-II φάνηκε να μην επηρεάζονται κατά την περίοδο 
ασιτίας. Αντίθετα, το γονίδιο IGF-I  φάνηκε να μεταβάλλεται σχεδόν καθ’ όλη τη διάρκεια 
των μεταχειρίσεων της ασιτίας (με αύξηση ή μείωση), εκτός από την FS21. Τέλος, ο 
παράγων μεταγραφής GcR παρουσιάστηκε να αυξορρυθμίζεται σημαντικά (P<0,05) σε 
όλες τις περιπτώσεις, εκτός από την FS42.
Στη μεταχείριση CS1m, οι ισομορφές GPx1a και GPx4b φάνηκαν να 
υπερεκφράζονται σημαντικά (5 και 4 φορές, αντίστοιχα). Κατά την CS3m όλα τα GPx 
ομόλογα παρουσίασαν σταθερή γονιδιακή έκφραση σε σχέση με το μάρτυρα. Στη 
μεταχείριση CS5m μόνο το GPx4a παράλογο αυξορρυθμίστηκε σημαντικά (5 φορές, 
P<0,01) και παρέμεινε σε υψηλά επίπεδα και στη μεταχείριση CS1h (P<0,001), όπου 
και το GPx4b παράλογο εμφανίστηκε αυξημένο 4 φορές (P<0,05). Τέλος, τα επίπεδα 
των GPx4 παραλόγων κατά την CS24h, μειώθηκαν στα επίπεδα του μάρτυρα, ενώ 
τα GPx1 παράλογα σημείωσαν αυξημένη γονιδιακή έκφραση. Πιο συγκεκριμένα, το 
GPx1a φάνηκε να επάγεται 11-φορές (P<0,001) και το GPx1b 6-φορές (P<0,01) σε 
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σχέση με το μάρτυρα. Επιπλέον το γονίδιο GR εμφάνισε υψηλή γονιδιακή έκφραση 
στις μεταχειρίσεις CS1h και CS24h (P<0,05). Σημαντική ήταν η υπερέκφραση του 
γονιδίου Gk από την μεταχείριση CS3m ως την CS1h (P<0,01), το οποίο επέστρεψε 
στα επίπεδα του μάρτυρα στη μεταχείριση CS24h. Ο ινσουλινόμορφος αυξητικός 
παράγων IGF-I φάνηκε να υποεκφράζεται σημαντικά στις μεταχειρίσεις CS1m, CS3m 
και CS1h σε σχέση με τον μάρτυρα, σε αντίθεση με τον παράγοντα IGF-II, o οποίος 
παρέμεινε αμετάβλητος καθ’ όλη τη διάρκεια της μεταχείρισης CS. Τέλος, ο υποδοχέας 
των κορτικοστεροειδών GcR φάνηκε να επάγεται μόνο κατά το διάστημα της ηρεμίας 
μετά την καταπόνηση, δηλαδή στις μεταχειρίσεις CS1h και CS24h (P<0,05).
3.3.2 Κορτιζόλη
Τα επίπεδα της κορτιζόλης στο αίμα υπολογίστηκαν και για τις δύο πειραματικές 
μεταχειρίσεις FS και CS. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στα Σχήματα 9 και 10, 
αντίστοιχα. Στην πρώτη περίπτωση, σημαντική διαφορά παρατηρήθηκε στην FS7 σε 
σχέση με το μάρτυρα, με τα επίπεδα της κορτιζόλης να ανέρχονται σε 7,1±2,3 μg/dL 
(P<0,05). Στην FS14, τα επίπεδα της κορτιζόλης παρουσίασαν αύξηση φτάνοντας σε 
7,6±4,8 μg/dL, όμως δε διέφεραν σημαντικά σε σχέση με το μάρτυρα (P>0,05). Κατά 
τις επόμενες μέρες του πειραματισμού (FS21 και FS42), τα επίπεδα της κορτιζόλης 
του αίματος μειώθηκαν σε επίπεδα που δε διέφεραν στατιστικά με το μάρτυρα. Στην 
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περίπτωση των μεταχειρίσεων CS, οι μεταχειρίσεις που διέφεραν στατιστικά με το 
μάρτυρα (P<0,05) ήταν οι CS1h και CS24h (9,5±3,4 μg/dL και 9,1±3 μg/dL, αντίστοιχα)
3.3.3 Βλάβη γενετικού υλικού
Στις πειραματικές μεταχειρίσεις υπολογίστηκε το ποσοστό βλάβης του DNA με 
τη μέθοδο SCGE. Τα αποτελέσματα των μέσων όρων του ΟΤΜ παρουσιάζονται στα 
Σχήματα 12 και 13. Οι μεταχειρίσεις CS εμφάνισαν υψηλότερο ποσοστό κερματισμού 
του DNA από τις μεταχειρίσεις FS. Ειδικότερα, πρέπει να αναφερθεί ότι οι μεταχειρίσεις 

























Σχήμα 9: Οι μεταβολές τις κορτιζόλης κατά τη διάρκεια της ασιτίας στην τσιπούρα. Οι μέσοι όροι των 
μετρήσεων παριστούνται με μπάρες και οι κάθετες γραμμές συμβολίζουν το τυπικό σφάλμα. Μέσοι όροι 
με διαφορετικούς δείκτες διαφέρουν σημαντικά. 
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την υψηλότερη τιμή ΟΤΜ να εμφανίζεται στην CS1m (8,1±0,6). Έπειτα, ακολούθησε 
η μεταχείριση CS5m με τιμή 5,3±0,4 και η CS3m με 3,3±0,3. Τέλος, οι μεταχειρίσεις 





























Σχήμα 10: Οι μεταβολές τις κορτιζόλης κατά τη δειγματοληψία μετά από οξύ stress παγίδευσης σε 
απόχη. Οι μέσοι όροι των μετρήσεων παριστούνται με μπάρες και οι κάθετες γραμμές συμβολίζουν το 
τυπικό σφάλμα. Μέσοι όροι με διαφορετικούς δείκτες διαφέρουν σημαντικά. 
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Σχήμα 11: Συσχέτιση συγκέντρωσης κορτιζόλης του πλάσματος και σχετικής γονιδιακής έκφρασης GcR 
στο ήπαρ.
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όμως διατήρησαν σημαντική διαφορά από το μάρτυρα (P<0,05). Όσον αφορά στις 
μεταχειρίσεις FS, το μοτίβο κερματισμού του DNA εμφανίστηκε λιγότερο σύνθετο. 
Οι μεταχειρίσεις FS7, FS14 και FS21 παρουσίασαν σημαντική διαφορά σε σχέση με 
το μάρτυρα (P<0,05) με τιμές 1,62±0,27, 1,72±0,36 και 1,93±0,15, αντίστοιχα. Τέλος, η 
μεταχείριση FS42 εμφάνισε μέσο όρο 0,63±0,06 και δε διέφερε σημαντικά από το μέσο 
















Σχήμα 12: Κερματισμός του DNA κατά τη διάρκεια της ασιτίας. Οι μπάρες αποτελούν τους μέσους 
όρους των μετρήσεων και οι γραμμές τα τυπικά σφάλματα. Οι μέσοι όροι που φέρουν διαφορετικούς 
εκθέτες διαφέρουν σημαντικά.
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3.4 Συζήτηση
Η ανάπτυξη των υδατοκαλλιεργειών σε παγκόσμιο επίπεδο, έχει δώσει κίνητρα 
στην προσπάθεια για την κατανόηση των μηχανισμών του stress, το οποίο υφίστανται 
οι υδρόβιοι οργανισμοί σε συνθήκες εκτροφής. Επιπλέον, οι παραγωγικοί φορείς για 
να βελτιστοποιήσουν την παραγωγή οφείλουν να ακολουθήσουν πρακτικές που θα 
διασφαλίσουν την ευζωία των ιχθύων, με σκοπό να παρέχουν ασφαλή και ποιοτικά 



















Σχήμα 13: Κερματισμός του DNA κατά τη διάρκεια της παγίδευσης. Οι μπάρες αποτελούν τους μέσους 
όρους των μετρήσεων και οι γραμμές τα τυπικά σφάλματα. Οι μέσοι όροι που φέρουν διαφορετικούς 
εκθέτες διαφέρουν σημαντικά.
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εκτροφής, προκύπτουν συνθήκες που διαταράσσουν τη φυσιολογική ομοιόσταση 
των οργανισμών. Για το λόγο αυτό, αναπτύσσονται φιλικές πρακτικές προς την ευζωία 
των ψαριών, οι οποίες ενσωματώνονται στην παραγωγική διαδικασία, ολοένα και σε 
μεγαλύτερο βαθμό.
Η ακεραιότητα του γενετικού υλικού είναι θεμελιώδης αρχή για τις βασικές 
λειτουργίες ενός οργανισμού, όπως η ανάπτυξη και η αύξηση. Η αντιγραφή και η 
μεταγραφή του γονιδιώματος είναι διαδικασίες οι οποίες επηρεάζονται άμεσα από 
πιθανές βλάβες του DNA. Επίσης, οι βλάβες αυτές ευθύνονται για τη γήρανση, τον 
κυτταρικό θάνατο και την καρκινογένεση. Για τα θηλαστικά, είναι γνωστό ότι ακόμα 
και υπό φυσιολογικές συνθήκες προκαλούνται μεταλλάξεις στο γένωμα της τάξεως 
1/130.000 ζεύγη βάσεων, οι οποίες σχετίζονται με το οξειδωτικό stress (Ames, 1989). 
Η ποσοτικοποίηση της βλάβης του DNA μπορεί να προσφέρει μια εκτίμηση της 
φυσιολογικής κατάστασης ενός οργανισμού ή ενός κυττάρου (Chen et al., 2007). Στα 
ψάρια φαίνεται ότι οι ενεργές μορφές οξυγόνου (ROS), που προκύπτουν κατά την 
ασιτία, βιοσυσσωρεύονται στο ήπαρ (Pascual et al., 2003). Οι ROS ως αποτέλεσμα 
του αυξημένου οξειδωτικού stress που παράγονται, υποβαθμίζουν το DNA και τις 
πρωτεΐνες και προκαλούν κυτταρικές βλάβες (Rios et al., 2007). Η πιθανή παραγωγή 
ελευθέρων ριζών κατά τις πρώτες εβδομάδες ασιτίας ίσως ευθύνεται για τη βλάβη 
στο γενετικό υλικό, ενώ κατά το επόμενο διάστημα φαίνεται να δρουν μηχανισμοί που 
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την επιδιορθώνουν (Robinson et al., 1997). Έχει αποδειχθεί ότι η παρατεταμένη ασιτία 
θέτει τον οργανισμό σε φάση προσαρμογής, με σταθεροποίηση του μεταβολισμού σε 
χαμηλά επίπεδα (O’Connor et al., 2000). Επιπλέον, κατά τη διάρκεια της ασιτίας υπάρχει 
η περίπτωση της μεταβολής της κοινωνικής ιεραρχίας εντός των πληθυσμών (EFSA, 
2008). Σε επίμυες, παρουσιάστηκε βλάβη του DNA σε μονοκύτταρα του αίματος, 
ανάλογη των ημερών μερικής ασιτίας, η οποία αποκαταστάθηκε κατά την επανασίτιση 
(Rocha et al., 2008). Επίσης, στη βιβλιογραφία έχει αναφερθεί ότι συνθήκες οξέος stress 
ευθύνονται για βλάβες στο DNA των οργανισμών. Οι Aniagu et al. (2006) διαπίστωσαν 
ότι η εντονότερη δρατηριότητα σε κέφαλο (Leuciscus cephalus) ευθύνεται για την 
πρόκληση οξειδωτικού stress και τον αυξημένο κερματισμό του DNA.
Η παρατήρηση της αύξησης της βλάβης του γενετικού υλικού, υπό συνθήκες 
stress, μέσω της τεχνικής SCGE, οδήγησε στη μελέτη της γονιδιακής έκφρασης των 
γονιδίων GPx (GPx1a, GPx1b, GPx4a και GPx4b) και GR, διότι συμμετέχουν στην 
αντιοξειδωτική άμυνα του οργανισμού απέναντι στις ROS. To παράλογο GPx4b 
υπερεκφράστηκε σε συνθήκες ασιτίας σε άτομα τσιπούρας (μέρες 7 και 21). Αντιθέτως, 
γονίδια τα οποία σχετίζονται με την εξουδετέρωση των ROS, συμπεριλαμβανομένων 
των GPx1a και GPx4a, φάνηκαν να υποεκφράζονται σε άσιτα zebrafish (Drew et al., 
2008). Πειράματα σε ιριδίζουσα πέστροφα (Oncorhynchus mykiss) έδειξαν ότι η 
περιεκτικότητα σε λιπαρά οξέα στο ήπαρ μειώνεται σε άσιτα ψάρια, (Kullgren et al., 
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2010). Στην πραγματικότητα, τα λιπαρά οξέα καταβολίζονται στα μιτοχόνδρια και στα 
περοξισώματα, μέσω της β-οξείδωσης και λειτουργούν ως πηγές ενέργειας (Tocher, 
2003). Είναι πιθανόν, η ισομορφή GPx4b να αποτελεί αμυντικό μηχανισμό στην 
υπεροξείδωση των λιπαρών οξέων. Στο παρελθόν, έχει διαπιστωθεί θετική συσχέτιση 
μεταξύ οξειδωτικού stress και αντιοξειδωτικής ενζυμικής δραστικότητας σε μπακαλιάρο 
(Gadus morhua), υποκείμενο σε συνθήκες ασιτίας (Guderley et al., 2003). Η ηπατική 
ενζυμική δραστικότητα των GPx πρωτεϊνών παρατηρήθηκε αυξημένη μετά την τρίτη 
μέρα ασιτίας στο είδος Sparus macrocephalus, και διατηρήθηκε σε υψηλά επίπεδα 
ως την ημέρα 28 (Zhang et al., 2007). Αξίζει να σημειωθεί ότι σε άτομα συναγρίδας 
(Dentex dentex) στερούμενων τροφής, η GPx ενζυμική ενεργότητα αυξήθηκε >50% 
σε σύγκριση με κανονικά σιτιζόμενα (Morales et al., 2004), παρόλο που η γονιδιακή 
έκφραση των GPx γονιδίων φάνηκε να παρουσιάζει ετερογένεια μεταξύ διαφορετικών 
ειδών της οικογένειας Sparidae (Bermejo-Nogales et al., 2007). Επιπλέον, φαίνεται ότι 
τα θαλάσσια σπονδυλωτά παρουσιάζουν αυξημένη GPx πρωτεϊνική δράση σε σχέση 
με τα χερσαία (Grim et al., 2011). Το γεγονός αυτό αποτελεί ένδειξη ότι η αντιοξειδωτική 
δράση αποτελεί μεγαλύτερη προτεραιότητα για τους υδρόβιους οργανισμούς, 
λόγω του περιβάλλοντος στο οποίο διαβιούν. Η παρατεταμένη ασιτία (42 ημέρες) 
φαίνεται να οδηγεί σε φυσιολογικές προσαρμογές, οι οποίες δεν εντοπίζονται από την 
τρανσκριπτομική ανάλυση∙ προηγούμενες μελέτες έδειξαν επίσης μείωση της ολικής 
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και σεληνιοεξαρτώμενης GPx δραστικότητας μετά από 40 ημέρες ασιτίας (Pascual et 
al., 2003). Αξίζει να σημειωθεί ότι η μείωση της γονιδιακής έκφρασης του παραλόγου 
GPx4a κατά τη μέρα 14, πιθανώς οφείλεται είτε σε αδυναμία των αντιοξειδωτικών 
μηχανισμών, είτε σε μηχανισμό ανάδρασης σε περίσσεια υποστρώματος (Pippenger 
et al., 1998). Παρόμοιο πρότυπο γονιδιακής έκφρασης σε συνθήκες ασιτίας φαίνεται 
να ακολουθεί και η αναγωγάση του γλουταθείου (GR), η οποία προάγει τη σύνθεση 
του γλουταθείου (GSH). Με τον τρόπο αυτό διατηρείται η δυνατότητα δράσης του 
αντιοξειδωτικού μηχανισμού σε συνθήκες ασιτίας (Vazquez-Medina et al., 2011).
Η στέρηση τροφής στα ψάρια για κάποιες εβδομάδας φαίνεται να προκαλεί 
μείωση στη γονιδιακή έκφραση του IGF-I στο ήπαρ. Το γεγονός αυτό έχει καταδειχθεί 
σε πολλά είδη ψαριών, όπως στον σολομό Oncorhynchus kisutch (Duan and Plisetskaya, 
1993), στο είδος Lates calcarifer (Matthews et al., 1997), στην τιλάπια Oreochromis 
mossambicus (Fox et al., 2006), στο ροφό Epinephelus coioides (Pedroso et al., 2006), 
στο είδος Siganus guttatus (Ayson et al., 2007) και στο γατόψαρο Ictalurus punctatus 
(Peterson and Waldbieser, 2009). Στο σημείο αυτό αξίζει να σημειωθεί ότι η γονιδιακή 
έκφραση του αυξητικού παράγοντα IGF-II δεν επηρεάστηκε από τη διατροφική 
κατάσταση των ψαριών, σε ακολουθία με τις προαναφερθείσες βιβλιογραφικές 
αναφορές. Επιπλέον, έχει παρατηρηθεί συσχέτιση μεταξύ των επιπέδων της IGF-I στο 
πλάσμα του αίματος και του ειδικού ρυθμού αύξησης, του ηπατοσωματικού δείκτη 
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και του δείκτη ευρωστίας στην τιλάπια Oreochromis mossambicus (Uchida et al., 
2003). Επιπρόσθετα, σε ατομικό επίπεδο έχει βρεθεί συσχέτιση μεταξύ των επιπέδων 
του IGF-Ι στον ορό του αίματος και στο ρυθμό αύξησης στο σολομό του Ειρηνικού 
Oncorhynchus kisutch (Pierce et al., 2001), στο σολομό του Ατλαντικού  Salmo salar, στο 
είδος Lates calcarifer (Dyer et al., 2004a), στον αρκτοσαλβελίνο (Cameron et al., 2007) 
και στον ιππόγλωσσο Hippoglossus hippoglossus (Imsland et al., 2008).  
H κορτιζόλη του αίματος, αποτελεί βιοχημικό δείκτη που χρησιμοποιείται συχνά 
για την εκτίμηση των επιπέδων του stress ενός οργανισμού (Barton, 2002). Στην 
παρούσα διατριβή είναι φανερή η αύξηση των επιπέδων της κορτιζόλης του αίματος 
στο σύνολο των μεταχειρίσεων της ασιτίας, αν και αυτό επιβεβαιώθηκε στατιστικά μόνο 
κατά την πρώτη εβδομάδα της μεταχείρισης. Είναι πιθανό όμως, ακόμα και η αύξηση 
της κορτιζόλης στο αίμα να παρουσιάζει δια-ειδικές διαφοροποιήσεις. Στο γατόψαρο 
Ictalurus punctatus, τα επίπεδα της κορτιζόλης αυξήθηκαν στις 30 ημέρες ασιτίας 
(Peterson and Waldbieser, 2009), ενώ στο γοβιό Gobio mirabilis αυξήθηκαν μετά από 
20 ημέρες ασιτίας (Kelley et al., 2001). Αξίζει να σημειωθεί ότι στην τελευταία αναφορά 
δεν υπάρχει εκτίμηση για την κορτιζόλη πριν τις 20 ημέρες. Η δράση της κορτιζόλης 
οριοθετείται στους ιστούς από τη δράση του υποδοχέα των κορτικοστεροειδών 
(Greenwood et al., 2003). Η δράση του είναι εξαιρετικά σημαντική στη φυσιολογία του 
stress. Άτομα zebrafish, με αδυναμία του GcR να δράσει ως παράγοντας μεταγραφής 
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λόγω μετάλλαξης, δεν είχαν τη δυνατότητα να προσαρμοστούν υπό συνθήκες stress 
(Ziv et al., 2013). Ο GcR παρουσίασε μια πιο ξεκάθαρη εικόνα επαγωγής της γονιδιακής 
έκφρασης από την πρώτη κιόλας εβδομάδα της ασιτίας, ενώ μειώθηκε σταδιακά 
ως την ημέρα 42. Η σταδιακή μείωση της γονιδιακής έκφρασης του GcR πιθανώς 
αντικατοπτρίζει σταδιακή προσαρμογή των ψαριών κατά την ασιτία. Μείωση των 
επιπέδων mRNA του GcR παρατηρήθηκαν σε άτομα λαβρακιού με την αύξηση της 
ιχθυοπυκνότητας στη δεξαμενή (Terova et al., 2005).              
Σε πολλά είδη ψαριών που βρίσκονται σε συνθήκες παγίδευσης έχει παρατηρηθεί 
αντίδραση στο stress, όπως η τσιπούρα  (Rotllant et al., 2001), η τιλάπια (Auperin et al., 
1997), η ιριδίζουσα πέστροφα (Pickering et al., 1991) και ο σολομός του Ατλαντικού 
(Wilkinson et al., 2006). Η αντιοξειδωτική γονιδιακή έκφραση θεωρείται μια εκτίμηση 
της αντιοξειδωτικής ικανότητας ενός οργανισμού, χωρίς την παρεμβολή βιοχημικών 
παραμέτρων. Στην περίπτωση αυτή, ίσως έχει αξία η εκτίμηση της έναρξης δράσης 
των αντιοξειδωτικών μηχανισμών στα πρώτα λεπτά πρόκλησης του stress. Κατά 
το τρίτο λεπτό της παγίδευσης, παρατηρείται μείωση της γονιδιακής έκφρασης 
των παραλόγων GPx, το οποίο πιθανώς εξηγείται από την προτεραιότητα δράσης 
άλλων μηχανισμών. Το γονίδιο της γλυκοκινάσης (Gk) αυξορρυθμίζεται σημαντικά, 
υποστηρίζοντας το γεγονός ότι ένας οργανισμός ενεργοποιεί τις διαθέσιμες πηγές 
ενέργειας για να αντιδράσει απέναντι στον κίνδυνο που διατρέχει (fight or flight effect) 
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(Ashley, 2007).  Η δευτερογενής αντίδραση ακολουθεί την έκκριση των ορμονών στο 
αίμα και συνδέεται με αλλαγή της χημικής σύστασης του αίματος. Στο πλαίσιο αυτό 
εντάσσεται και η αύξηση της γλυκόζης του πλάσματος (Begg and Pankhurst, 2004). 
Εδώ αξίζει να σημειωθεί ότι η κορτιζόλη δεν αυξήθηκε τα πρώτα λεπτά του stress 
υποδεικνύοντας πιθανή υστέρηση του άξονα HPI και δράση του χρωμιόφιλου ιστού με 
έκκριση κατεχολαμινών (Reid et al., 1998). Όμοιο μοτίβο επαγωγής παρουσίασε και η 
γονιδιακή έκφραση του GcR γονιδίου. Πράγματι, σε άτομα τσιπούρας έχει παρατηρηθεί 
μεταβολή της τιμής της κορτιζόλης του πλάσματος μετά από 10 έως 40 λεπτά από 
την έκθεση σε οξύ stress και μείωση της τιμής μετά από 2 ως 8 ώρες (Papoutsoglou 
et al., 1999). Οι Barton et al. (1985) ανέφεραν διπλασιασμό της τιμής της κορτιζόλης 
του πλάσματος μια ώρα από οξύ stress σε σολομό (Oncorhynchus kisutch). Επιπλέον, 
η αύξηση της τιμής της κορτιζόλης κατά γενικό κανόνα αυξάνεται μισή με μία ώρα 
μετά την πρόκληση stress, στα περισσότερα είδη ψαριών που έχουν μελετηθεί (Barton 
and Iwama, 1991). Η ενεργοποίηση αυτών των μηχανισμών και η ενεργειακή «έκρηξη» 
πιθανώς αντικατοπτρίζει την ενεργοποίηση της μεταγραφής των GPx4 παραλόγων, 
για τον μεταβολισμό των υποπροϊόντων της δευτερογενούς αντίδρασης (Sloman 
et al., 2000).  Επιπλέον, έχει διαπιστωθεί και η δράση της GRP75 (glucose regulated 
protein - 75) σε ηπατοκύτταρα από τσιπούρα 24h μετά από συνθήκες stress, γεγονός 
που καταδεικνύει συνεργιστική δράση με αντιοξειδωτικούς μηχανισμούς, για τη 
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μείωση της βιοσυσσώρευσης των ROS (Bermejo-Nogales et al., 2008). Πράγματι, τα 
GPx1 παράλογα γονίδια φαίνεται να επάγονται 24h μετά την πρόκληση stress, για την 
εξουδετέρωση των ROS και την αποφυγή κυτταρικών βλαβών (Calduch-Giner et al., 
2010). 
Τέλος, η έκθεση σε συνθήκες οξέος stress φαίνεται να επηρεάζει γονίδια που 
σχετίζονται με την αύξηση όπως είναι το IGF-I. Είναι πιθανή η αρνητική συσχέτιση 
της κορτιζόλης του πλάσματος με τα επίπεδα της γονιδιακής έκφρασης του IGF-I. Το 
γεγονός αυτό έχει αποδειχθεί in vitro με την έκθεση ηπατοκυττάρων τσιπούρας σε 
υψηλές συγκεντρώσεις κορτιζόλης (Leung et al., 2008). Επιπλέον, η έκφραση του IGF-II 
φαίνεται να περιορίζεται μετά από έκθεση σε stress, όχι όμως σε στατιστικά σημαντικά 
επίπεδα. Η γονιδιακή έκφραση του IGF-II φαίνεται να μειώνεται μετά από έκθεση σε 
stress λόγω αλλαγής δεξαμενής (Saera-Vila et al., 2009).   
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4. ΚΑΤΑΠΟΝΗΣΗ ΛΟΓΩ ΕΚΘΕΣΗΣ ΣΕ ΒΑΡΕΑ ΜΕΤΑΛΛΑ
4.1 Εισαγωγή
H σημασία του υδάτινου περιβάλλοντος υπήρξε μεγάλη στην ανάπτυξη των 
πολιτισμών. Το υδατικό οικοσύστημα, το οποίο θεωρείται το μεγαλύτερο σε μέγεθος 
και σε πολυπλοκότητα, καλύπτει τα 2/3 του πλανήτη και κατοικείται από πληθυσμούς 
διαφορετικών ειδών. Η ευημερία των ειδών αυτών εξαρτάται από την κατάσταση 
του θαλάσσιου περιβάλλοντος, καθώς αυτό εκτίθεται ολοένα και περισσότερο σε 
επιβαρυντικούς παράγοντες, όπως είναι τα βαρέα μέταλλα. 
Απόρροια της πληθυσμιακής αύξησης και της βιομηχανικής εξέλιξης αποτελεί 
η αύξηση στην παραγωγή, στην κατανάλωση και στη διάθεση χημικών ουσιών και 
αποβλήτων. Το υδάτινο περιβάλλον είναι ο βασικός δέκτης αυτής της αυξανόμενης 
κλίμακας ανθρωπογενών ρυπαντών, μεγάλο ποσοστό των οποίων είναι ενδεχομένως 
γενοτοξικές και καρκινογόνες ουσίες (Huff et al., 1991, Varanasi and Stein, 1991, 
Gopal and Pathak, 1993, Winger et al., 2000). Οι υδρόβιοι οργανισμοί είναι συνεχώς 
εκτεθειμένοι σε φυσικούς ρυπαντές του περιβάλλοντος, ενώ αποτελούν σημαντικό 
κομμάτι της διατροφής τους. Επιπλέον, τα συστατικά των μετάλλων αποτελούν πιθανούς 
γενοτοξικούς παράγοντες και οι υδρόβιοι οργανισμοί μπορούν να χρησιμοποιηθούν 
για την εκτίμηση των γενοτοξικών επιδράσεων των θαλάσσιων ρυπαντών. Εκτός αυτού, 
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τα ψάρια μπορούν να χρησιμεύσουν ως γενετικά μοντέλα εκτίμησης της ρύπανσης σε 
υδάτινα οικοσυστήματα.
Τα βαρέα μέταλλα, αν και βρίσκονται σε ιδιαίτερα χαμηλές συγκεντρώσεις στο 
υδάτινο περιβάλλον, έχουν πολύ μεγάλη σημασία για τη ζωή των υδρόβιων οργανισμών, 
στους οποίους επιδρούν θετικά ή αρνητικά και διακρίνονται σε απαραίτητα και μη 
απαραίτητα. Ως απαραίτητα θεωρούνται τα βαρέα μέταλλα που ανιχνεύονται σε 
χαμηλές συγκεντρώσεις σε συγκεκριμένους υγιείς ιστούς (π.χ. χαλκός, ψευδάργυρος) 
και σε περίπτωση έλλειψής τους, προκαλούνται διαταραχές. Αντιθέτως, τα βαρέα 
μέταλλα για τα οποία δεν έχει βρεθεί μέχρι σήμερα κάποια θετική επίδραση στη ζωή 
των υδρόβιων οργανισμών θεωρούνται μη απαραίτητα (π.χ. κάδμιο, μόλυβδος).
Μεταξύ των οργανικών και ανόργανων τοξικών χημικών που απελευθερώνονται 
στο υδάτινο περιβάλλον, τα βαρέα μέταλλα παρουσιάζουν το μεγαλύτερο 
περιβαλλοντικό κίνδυνο (Pruski and Dixon, 2002), εξαιτίας της εκτεταμένης χρήσης, 
της τοξικότητας και της δυνατότητάς τους να βιοσυσωρρεύονται σε διάφορα τροφικά 
επίπεδα (Szefer et al., 1990). Τα βαρέα μέταλλα είναι πολύ σταθεροί, φυσικοί ή 
ανθρωπογενείς ρυπαντές, κυρίως σε θαλάσσια περιβάλλοντα και τα περισσότερα είναι 
τοξικά και έμμεσα γενοτοξικά σε ποικίλους οργανισμούς (Morillo et al., 2005). Επιπλέον, 
ορισμένα βαρέα μέταλλα είναι δυνατόν να παράγονται σε κάποια οικοσυστήματα υπό 
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μορφή οργανικών ενώσεων, καθιστώντας έτσι πολύ πιθανή την ενσωμάτωσή τους 
στην τροφική αλυσίδα (O’Shea et al., 2001).
Γενικά, η πρόσληψη των βαρέων μετάλλων από υδρόβιους οργανισμούς ποικίλλει, 
επειδή εξαρτάται τόσο από τη συγκέντρωση του μετάλλου, όσο και από τα τοπικά 
ποιοτικά χαρακτηριστικά του περιβάλλοντος (Zocche et al., 2010). Ορισμένοι αβιοτικοί 
παράγοντες όπως είναι το pH και η σκληρότητα του νερού, σχετίζονται άμεσα και 
επηρεάζουν τη βιοδιαθεσιμότητα και την τοξικότητα αρκετών στοιχείων, όπως είναι 
για παράδειγμα το κάδμιο (Cd), ο χαλκός (Cu), ο μόλυβδος (Pb) και ο ψευδάργυρος (Zn) 
(O’Shea et al., 2001).
Ο χαλκός (Cu) δε μετατρέπεται εύκολα σε ηλεκτροθετικό ιόν (Jha, 1998). Γενικά 
τα οξείδια του χαλκού έχουν ασθενή βασικό χαρακτήρα και είναι αδιάλυτα στο νερό. 
Σταθερή οξειδωτική κατάσταση του Cu σε υδατικά διαλύματα είναι η Cu(ΙΙ). Ο χαλκός 
αντιδρά με το θείο και γενικά με όλα τα αμέταλλα εκτός από το άζωτο. Η προσβολή 
του χαλκού από διάφορα οξέα γίνεται με ποικίλους τρόπους. Τέλος, τα οργανικά οξέα 
αντιδρούν με τον χαλκό σχηματίζοντας τοξικές ενώσεις (Tapiero et al., 2003). Ο χαλκός 
είναι απαραίτητο ιχνοστοιχείο για την ανάπτυξη και το μεταβολισμό των περισσότερων 
υδρόβιων φυτικών και ζωικών οργανισμών, ενώ θεωρείται ενδιάμεσο ανακυκλούμενο 
συστατικό στο θαλάσσιο περιβάλλον. Ο χαλκός, σε αντίθεση με τον ψευδάργυρο, 
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αναμιγνύεται άμεσα στην προώθηση της σύνθεσης ή της επιδιόρθωσης του DNA παρά 
στην καταστροφή του.
Η μόνη σταθερή οξειδωτική κατάσταση του ψευδαργύρου είναι η Zn(ΙΙ). Ως 
δραστικό μέταλλο, διαλύεται σε όλα τα αραιά ισχυρά οξέα καθώς επίσης και στο 
οξικό οξύ με έκλυση υδρογόνου (H2). Επίσης, διαλύεται εύκολα από ισχυρές βάσεις. O 
ψευδάργυρος, απελευθερώνεται στους ωκεανούς, στις θάλασσες και γενικά στο υγρό 
στοιχείo (Tapiero and Tew, 2003). Η περίσσεια του ψευδαργύρου στους υδρόβιους 
οργανισμούς συσσωρεύεται σε νευρικά κύτταρα και οδηγεί στον εκφυλισμό τους. 
Κάποιοι ερευνητές (Kim et al., 1999, Takeda et al., 2000) υποστηρίζουν ότι για τον 
εκφυλισμό των νευρωνικών συνάψεων ενδεχομένως να ευθύνονται οι παραγόμενες 
δραστικές μορφές οξυγόνου (ROS). Τέλος, αξίζει να σημειωθεί πως τα μεταλλικά 
ιόντα είναι πιθανό να αντιδράσουν με διάφορα υπεροξείδια, μέσω της αντίδρασης 
Fenton και να παραχθούν διάφορες μορφές ROS (κυρίως ριζών υδροξυλίου) ικανές να 
οξειδώσουν οργανικές ενώσεις σε ζωικούς ιστούς. 
Σκοπός του παρόντος κεφαλαίου ήταν η μελέτη της επίδρασης του χαλκού και του 
ψευδαργύρου στην ακεραιότητα του γενετικού υλικού και στη μεταβολή της γονιδιακής 
έκφραση γονιδίων-στόχων. Επιπλέον, μελετήθηκαν και οι μεταβολές της κορτιζόλης, 
ως βιοχημικού δείκτη stress. Αν και ο χαλκός και ο ψευδάργυρος χρησιμοποιούνται 
ως συστατικά βιοκτόνων (π.χ. υφαλοχρώματα), δεν έχει παρατηρηθεί μέχρι σήμερα 
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υπαρκτός κίνδυνος στις υδατοκαλλιέργειες. Παρόλα αυτά, στην παρούσα διατριβή, τα 
βαρέα μέταλλα χρησιμοποιούνται ως εναλλακτικός παράγοντας εισαγωγής stress στον 
ιχθυοπληθυσμό.  
4.2 Υλικά και μέθοδοι
Η διατήρηση του πειραματικού υλικού περιγράφεται στο κεφάλαιο 2.1 Διατήρηση 
πειραματικού υλικού. Το μέσο βάρος και το μέσο σταθερό μήκος των ψαριών ήταν 
68,5±1,96g και 13,9±0,12cm, αντίστοιχα. Το πειραματικό σχέδιο περιλάμβανε πέντε 
πειραματικές ομάδες. Η πρώτη πειραματική ομάδα αποτελείτο από ψάρια που 
εκτέθηκαν σε ιόντα χαλκού (Cu): CuSO4 0,1 mg/L(Copper Low – CL), η δεύτερη σε 
CuSO4 0,5 mg/L(Copper High – CH), η τρίτη σε ιόντα ψευδαργύρου (Zn): ZnCl2 0,2 mg/L 
(Zinc Low – ZL) και η τέταρτη σε ZnCl2 1,0 mg/L (Zinc High - ZH). Σε κάθε μεταχείριση 
αντιστοιχούσαν δύο δεξαμενές – επαναλήψεις. Τα ψάρια παρέμειναν στις δεξαμενές 
αυτές και πραγματοποιήθηκαν δειγματοληψίες μετά από 24h (CL24, CH24, ZL24 και 
ΖΗ24) και 96h (CL96, CH96, ZL96 και ΖΗ96). Η μέτρηση της κορτιζόλης, η εκτίμηση της 
γενοτοξικότητας με SCGE και η γονιδιακή έκφραση γονιδίων-στόχων περιγράφονται 
στο κεφάλαιο 2 Υλικά και Μέθοδοι. Τα  γονίδια που μελετήθηκαν ήταν η υπεροξειδάση 
του γλουταθείου 1a (GPx1a), η αναγωγάση του γλουταθείου (GR), η γλυκοκινάση 
(Gk), οι ινσουλινόμορφοι αυξητικοί παράγοντες Ι και ΙΙ (IGF-I, IGF-II), ο υποδοχέας της 
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κορτιζόλης (GcR) και η μεταλλοθειονίνη (Mt). Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν 
παρουσιάζονται στον Πίνακα 2 του Παραρτήματος. 
Για τη στατιστική ανάλυση των δεδομένων της SCGE πραγματοποιήθηκε 
μετασχηματισμός των δεδομένων κατά Box-Cox (Box and Cox, 1982) σύμφωνα με τους 
παρακάτω τύπους: 
Χαλκός: Y=LOG10(OTM)x1,89445
Ψευδάργυρος: Υ=(ΟΤΜx0,2 - 1) / 0,079
όπου Υ είναι η μετασχηματισμένη τιμή.
4.3 Αποτελέσματα 
4.3.1 Βλάβη γενετικού υλικού
Η τιμή OTM φάνηκε να ακολουθεί ένα δοσοεξαρτώμενο μοτίβο και για τα 
δύο βαρέα μέταλλα (Σχ. 14 και 15). Οι υψηλότερες τιμές ΟΤΜ παρατηρήθηκαν στις 
υψηλότερες συγκεντρώσεις βαρέων μετάλλων. Για το χαλκό, οι μέσες τιμές ΟΤΜ για 
τις μεταχειρίσεις CH24 και CH96 ήταν 79,5±7,3 και 66,7±6,3, αντίστοιχα (P<0,05). Στις 
μεταχειρίσεις CL24 και CL96 οι μέσες τιμές ΟΤΜ παρατηρήθηκαν σημαντικά μειωμένες 
(P<0,05) σε 22,5±3,4 και 30,4±3,8, αντίστοιχα. 
Στις μεταχειρίσεις με ψευδάργυρο, παρατηρήθηκε επίσης σημαντική διαφορά 
σε σχέση με το μάρτυρα. Αναλυτικότερα, οι υψηλότερες τιμές παρουσιάστηκαν 
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Σχήμα 14: Κερματισμός του DNA μετά από έκθεση σε δύο συγκεντρώσεις χαλκού. Οι μπάρες αποτελούν 
τους μέσους  όρους των μετρήσεων (σε 24 και 96h) και οι γραμμές τα τυπικά σφάλματα. Οι μέσοι όροι 































Σχήμα 15: Κερματισμός του DNA μετά από έκθεση σε δύο συγκεντρώσεις ψευδαργύρου. Οι μπάρες 
αποτελούν τους μέσους  όρους των μετρήσεων (σε 24 και 96h) και οι γραμμές τα τυπικά σφάλματα. Οι 
μέσοι όροι που φέρουν διαφορετικούς εκθέτες διαφέρουν σημαντικά.
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στις μεταχειρίσεις ΖΗ24 και ΖΗ96 (67,6±6,1 και 57,7±4,9). Στις μεταχειρίσεις με τις 
χαμηλότερες συγκεντρώσεις ZL24 και ZL96, οι μέσες τιμές ΟΤΜ ήταν σημαντικά 
μειωμένες σε 35,2±3,2 και 36±5,5, με σημαντική διαφορά σε σχέση με το μάρτυρα 
(P<0,05).         
4.3.2 Γονιδιακή έκφραση
Τα γονίδια GPx1a, GR και IGF-II φάνηκε να μην επηρεάζονται από τις μεταχειρίσεις 
με CuSO4 (Σχήμα 16). To γονίδιο Gk φάνηκε να υποεκφράζεται περίπου 3-φορές στη 
μεταχείριση CL24 (P<0,05). Επιπλέον, o IGF-I υποεκφράζεται (2,4 φορές) σε υψηλή 
συγκέντρωση χαλκού, μόνο μετά την πάροδο 96h - CL96 (P<0,05). O GcR φάνηκε να 
υποεκφράζεται στις μεταχειρίσεις CL24 και CL96 κατά 6 και 2,8 φορές, αντίστοιχα 
(P<0,05). Τέλος, παρατηρήθηκε σημαντική επαγωγή του γονιδίου Mt σε όλες τις 
περιπτώσεις εκτός από την CH96. 
Στις μεταχειρίσεις με ZnCl2, τα γονίδια GPx1a, IGF-II και GcR  φάνηκε να μην 
επηρεάζονται σε σχέση με το μάρτυρα (Σχήμα 17). Η μεγαλύτερη επίδραση του Zn 
παρατηρήθηκε στη μεταχείριση ΖΗ24 (P<0,05). H δράση των γονιδίων GR, Gk και IGF-I 
φάνηκε να αναστέλλεται  2,6, 6,2 και 4,1 φορές, αντίστοιχα. Η γονιδιακή έκφραση του 
Mt φάνηκε να επάγεται τόσο στη ZL24, όσο και στη ZH24 (P<0,05), ενώ μειώθηκε στα 
επίπεδα του μάρτυρα μετά από 96h. Τέλος, το γονίδιο IGF-I φάνηκε να αναστέλλεται 
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Σχήμα 16: Μεταβολές γονιδιακής έκφρασςη στο ήπαρ τσιπούρας μετά από έκθεση σε χαλκό. Η 
διακεκομμένη γραμμή σε κάθε box-plot αντιστοιχεί στο διάμεσο. (***P<0,001, **P<0,01, *P<0,05). 
Η διακεκομένη γραμμή του σχήματος αντιστοιχεί στην τιμή του μάρτυρα. Η οριζόντια γραμμή 
αντιπροσωπεύει τη διάμεσο. Κάθε πλαίσιο-κουτί περιλαμβάνει το 50% των παρατηρήσεων. Οι ανώτερες 
και κατώτερες απολήξεις υποδεικνύουν το 75% και το 25% των παρατηρήσεων, αντίστοιχα. 
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Σχήμα 17: Μεταβολές γονιδιακής έκφρασςη στο ήπαρ τσιπούρας μετά από έκθεση σε ψευδάργυρο. 
Η διακεκομμένη γραμμή σε κάθε box-plot αντιστοιχεί στο διάμεσο. (***P<0,001, **P<0,01, *P<0,05). 
Η διακεκομένη γραμμή του σχήματος αντιστοιχεί στην τιμή του μάρτυρα. Η οριζόντια γραμμή 
αντιπροσωπεύει τη διάμεσο. Κάθε πλαίσιο-κουτί περιλαμβάνει το 50% των παρατηρήσεων. Οι ανώτερες 
και κατώτερες απολήξεις υποδεικνύουν το 75% και το 25% των παρατηρήσεων, αντίστοιχα. 
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μόνο στην υψηλή συγκέντρωση ψευδαργύρου (1 mg/L) και στις δύο χρονικές στιγμές 
(ZH24 και ΖΗ96) σημαντικά (P<0,05).  
4.3.3 Κορτιζόλη
Ο χαλκός φάνηκε να μην επηρεάζει σημαντικά την έκκριση κορτιζόλης στην 
αιματική κυκλοφορία (Σχήμα 18). Η μόνη περίπτωση που παρουσίασε σημαντική 
διαφορά από το μάρτυρα (P<0,05) ήταν η μεταχείριση CH96 (12,5±3,5μg/dL). Αντίθετα, 
όλες οι μεταχειρίσεις με ψευδάργυρο φάνηκαν να διαφέρουν σημαντικά από το 
μάρτυρα, χωρίς όμως να εμφανίζουν χρονοεξαρτώμενο ή δοσοεξαρτώμενο μοτίβο 
(Σχήμα 19).   
4.4 Συζήτηση
Από το σύνολο των μετάλλων που έχουν ανιχνευθεί στο περιβάλλον, ιδιαίτερο 
ενδιαφέρον παρουσιάζουν ο χαλκός και ο ψευδάργυρος. Ο χαλκός και ψευδάργυρος 
αποτελούν συμπαράγοντες στη δράση αρκετών ενζύμων και σε μικρές ποσότητες είναι 
απαραίτητα για τη ζωή. Όταν όμως οι συγκεντρώσεις τους αυξηθούν στο περιβάλλον 
παρουσιάζουν τοξικότητα στους οργανισμούς. Η ύπαρξη αυτών των μετάλλων 
σε υψηλές ποσότητες μπορεί να επηρεάσει σημαντικά τις μεταβολικές βιοχημικές 
διαδικασίες στους ζωντανούς οργανισμούς (Strydom et al., 2006). Είναι γνωστό ότι, 
ο χαλκός σχηματίζει σύμπλοκα που καταλύουν την παραγωγή ROS (Linder, 2001). 
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Επιπλέον, ο χαλκός είναι ικανός να δράσει άμεσα και να προκαλέσει βλάβη στο DNA, 
αλλά η δράση του γίνεται πολλαπλάσια με την παρουσία H2O2 (Sagripanti and Kraemer, 
1989).
Σε χέλια (Anguilla αnguilla) στα οποία χορηγήθηκε ενδοπεριτοναϊκά χλωριούχος 
χαλκός και χλωριούχος ψευδάργυρος σε συγκέντρωση 1,7mg/kg σωματικής μάζας , δεν 
παρουσιάστηκαν διαφορές στην εμφάνιση μικροπυρήνων σε νεφρικά ερυθροκύτταρα 






























Σχήμα 18: Συγκέντρωση κορτιζόλης αίματος σε άτομα τσιπούρας υπό διαφορετικές συγκεντρώσεις 
χαλκού. Οι μπάρες παρουσιάζουν τους μέσους όρους των μεταχειρίσεων και οι γραμμές τα τυπικά 
σφάλματα. Στήλες με διαφορετικό λατινικό γράμμα διαφέρουν σημαντικά (P<0,05)
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αναφέρθηκαν τόσο σε πέστροφα (Salmo trutta), όσο και σε κοκκινόγαστρο (Phoxinus 
phoxinus), τα οποία εξετάστηκαν μετά από 24h (Sanchez-Galan et al., 1999). Αντίθετα, 
σε μια  μελέτη συγκρίσιμη με την παρούσα σε άτομα τσιπούρας (Sparus aurata), τα 
οποία μεταχειρίστηκαν για 20 ημέρες με 0,1ppm CuSO4, παρουσίασαν σαφή δείγματα 
κερματισμού του DNA σε ερυθροκύτταρα του αίματος (Gabbianelli et al., 2003). Στην 
παρούσα διατριβή χρησιμοποιήθηκε το ήπαρ ως ιστός-στόχος λόγω της ιδιότητας του να 
συσσωρεύει ξενοβιοτικές ουσίες. Τα αποτελέσματα που αναφέρονται στη βιβλιογραφία 




























Σχήμα 19: Συγκέντρωση κορτιζόλης αίματος σε άτομα τσιπούρας υπό διαφορετικές συγκεντρώσεις 
ψευδαργύρου. Οι μπάρες παρουσιάζουν τους μέσους όρους των μεταχειρίσεων και οι γραμμές τα 
τυπικά σφάλματα. Στήλες με διαφορετικό λατινικό γράμμα διαφέρουν σημαντικά (P<0,05)
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μέταλλα ανάλογα με το είδος. Επιπρόσθετα, ίσως υπάρχει και διαφορετική αντίδραση 
σε κάθε ιστό του οργανισμού ανάλογα με τον τύπο των κυττάρων. Σε μελέτη των Cavas 
et al. (2005) με έκθεση κυπρίνου (Cyprinus carpio) και πεταλούδας (Carassius gibelio) 
σε συγκέντρωση 0,25mg/L χαλκού παρατηρήθηκε αύξηση της συχνότητας εμφάνισης 
μικροπυρήνων σε κύτταρα ήπατος. Τα ιόντα του χαλκού δρουν με την παρουσία ROS σε 
περιοχές του DNA, με τις ROS να έχουν καταλυτικό ρόλο στη διαδικασία αποδόμησης. 
Αυτό συμβαίνει διότι τόσο τα ιόντα του χαλκού όσο και τα υπεροξείδια του υδρογόνου, 
έχουν τη δυνατότητα να διεισδύουν στο κύτταρο και να αλληλοεπιδρούν απευθείας 
με το DNA (Bopp et al., 2008). Η γενοτοξικότητα του χαλκού ενδεχομένως οφείλεται 
στη συνάφειά του με τις σουλφυδρυλικές (-SH) ομάδες των πρωτεϊνών της μιτωτικής 
ατράκτου (λ.χ. τουμπουλίνη), γεγονός που έχει καταγραφεί για άλλα μέταλλα (Deflora 
et al., 1994). Πράγματι οι Yadav and Trivedi (2009) διαπίστωσαν μείωση του δείκτη 
μιτωτικής διαίρεσης σε άτομα του είδους Channa punctata που εκτέθηκαν σε ιόντα 
χαλκού. Έχει επίσης παρατηρηθεί αύξηση του κερματισμού του DNA σε πλατύψαρα 
των ειδών Dicologlossa cuneata, Scophthalmus rhombus και Solea senegalensis μετά από 
ένεση με 2mg/kg CuSO4/βιομάζα μετά από 24h (Chairi et al., 2010). Η γενοτοξικότητα 
του ψευδαργύρου σε υδρόβιους οργανισμούς δεν έχει εξεταστεί εκτενώς. Είναι πιθανό 
η δράση του ψευδαργύρου να σχετίζεται με τις ελεύθερες σουλφυδρυλικές ομάδες 
των μικροσωληνίσκων. Η δέσμευσή τους από τα ιόντα ψευδαργύρου παρεμποδίζει τον 
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πολυμερισμό της τουμπουλίνης για το σχηματισμό των μικροσωληνίσκων (Webster 
and Oxford, 1996).      
Είναι πολύ σημαντικός ο προστατευτικός ρόλος της μεταλλοθειονίνης στο 
ήπαρ στην περίπτωση της γενοτοξικής δράσης του χαλκού. Η επαγωγή του στο ήπαρ 
είναι συνάρτηση τόσο του είδους, όσο και του υπό εξέταση ιστού. Το ήπαρ, ως ιστός 
φαίνεται να είναι από τους πλέον κατάλληλους, διότι είναι γνωστός ως το κύριο όργανο 
βιοσυσσώρευσης χαλκού στα ψάρια (Perkins et al., 1997). Επιπλέον, έχει διαπιστωθεί 
ότι τα επίπεδα της μεταλλοθειονίνης είναι κατάλληλος δείκτης αντίδρασης μετά 
από έκθεση σε βαρέα μέταλλα στο χέλι (Anguilla anguilla) (Langston et al., 2002). 
Είναι πιθανό, η τάση μείωσης που παρατηρείται στη γενοτοξική δράση των βαρέων 
μετάλλων, στην υψηλότερη συγκέντρωση, από τις 24 στις 96h (χωρίς στατιστικά 
σημαντική μεταβολή) να οφείλεται στη δράση της μεταλλοθειονίνης. 
Στις υψηλότερες συγκεντρώσεις βαρέων μετάλλων (ΖΗ και CH) παρατηρήθηκε 
μείωση της γονιδιακής έκφρασης του IGF-I γονιδίου. Πράγματι, έχει παρατηρηθεί 
αναστολή λειτουργίας του άξονα της αυξητικής ορμόνης GH/IGF σε μυϊκό ιστό ατόμων 
πέστροφας που εκτέθηκαν σε χαλκό (Aksakal et al., 2011) και ψευδάργυρο (Ekinci et 
al., 2011). Εδώ αξίζει να σημειωθεί ότι δεν παρατηρήθηκε μεταβολή στη γονιδιακή 
έκφραση του IGF-II γονιδίου στο ήπαρ, στις μεταχειρίσεις με βαρέα μέταλλα.
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Από τα αποτελέσματα προκύπτει ότι η γονιδιακή έκφραση του υποδοχέα της 
κορτιζόλης (GcR) φάνηκε να συμπιέζεται συγκριτικά με το μάρτυρα, κατά τις πρώτες 
24h. Οι αντίθετες μεταβολές των MT και GcR στο ήπαρ, υπό την επίδραση βαρέων 
μετάλλων υποδεικνύουν ότι πιθανώς η αύξηση των επιπέδων της μεταλλοθειονίνης 
δε σχετίζεται με τη δράση των κορτικοστεροειδών στο ήπαρ. Τα μετάγραφα του GcR 
στο ήπαρ φαίνεται να βρίσκονται σε χαμηλότερη συγκέντρωση σε σχέση με άλλους 
ιστούς, ενώ το γονίδιο επάγεται με ένεση λιποπολυσακχαριτών (LPS) μετά από 72h σε 
άτομα τσιπούρας (Acerete et al., 2007). Είναι γνωστό ότι η μεταβολή των επιπέδων 
της κορτιζόλης του πλάσματος προκαλεί μεταβολές των επιπέδων του υποδοχέα της 
στους ιστούς. Γνωστοί μηχανισμοί αναστολής του γονιδίου GcR από την κορτιζόλη 
περιλαμβάνουν τη μείωση της μεταγραφής του υποδοχέα (Rosewicz et al., 1988), την 
ελάττωση της συνάφειάς του (Shrimpton and Randall, 1994) και τη μείωση του χρόνου 
ημίσειας ζωής του (McIntyre and Samuels, 1985). Στις περισσότερες μεταχειρίσεις 
καταγράφηκε αύξηση της κορτιζόλης του πλάσματος, υπό την επίδραση των βαρέων 
μετάλλων. Υπάρχουν μερικές περιπτώσεις όπου παρατηρήθηκαν αυξημένα επίπεδα 
κορτιζόλης ύστερα από 24h έκθεση σε χαλκό σε άτομα κυπρίνου (C. carpio) (De Boeck 
et al., 2003)  και χελιού (Α. anguilla) (Teles et al., 2005). Επιπλέον, έχει καταγραφεί αύξηση 
των επιπέδων της κορτιζόλης σε πέστροφα (Oncorhynchus mykiss) μετά από 3 ημέρες 
έκθεσης σε χαλκό (Dethloff et al., 1999). 
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5. ΜΟΡΙΑΚΟΣ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ GPx
5.1 Εισαγωγή
Οι ενεργές μορφές οξυγόνου (Reactive Oxygen Species – ROS) είναι ασταθείς 
μεταβολίτες της αναγωγής του οξυγόνου από τα μιτοχόνδρια των κυττάρων. Οι 
περισσότερες ROS παράγονται σε χαμηλά επίπεδα, υπό φυσιολογικές συνθήκες,  μέσω 
του αερόβιου μεταβολισμού και οι βλάβες που προκαλούν επιδιορθώνονται συνεχώς. 
Η οξειδωτική καταπόνηση (oxidative stress) προκαλείται από τη διαταραχή του 
ισοζυγίου μεταξύ παραγωγής ROS και ικανότητας του οργανισμού να αποτοξινωθεί 
και να επιδιορθώσει την προκύπτουσα βλάβη. Οι υπεροξειδάσες του γλουταθείου 
(GPx) είναι σημαντικά αντιοξειδωτικά ένζυμα τα οποία καταλύουν τις ενεργές μορφές 
του οξυγόνου (Reactive Oxygen Species – ROS), από υπεροξείδια του υδρογόνου ως 
πολύπλοκα οργανικά υπεροξείδια. Τα τελευταία ανάγονται σε νερό και αλκοόλες, υπό 
την παρουσία του γλουταθείου (GSH), το οποίο χρησιμοποιείται ως δότης ηλεκτρονίων 
και ταυτόχρονα οξειδώνεται σε δισουλφίδιο του γλουταθείου (GSSG). To GSSG ανάγεται 
ξανά σε GSH με καταλύτη την αναγωγάση του γλουταθείου (GR) παρουσία NADPH, 
ολοκληρώνοντας τον οξειδοαναγωγικό κύκλο (Σχ. 20). Στα θηλαστικά η διαδικασία 
αυτή είναι κατευθυνόμενη μεταγραφικά (McMahon et al., 2004). Οι υπεροξειδάσες του 
γλουταθείου έχουν βρεθεί σε διαφορετικά ταξινομικά βασίλεια όπως είναι τα βακτήρια, 
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οι μύκητες, τα φυτά και τα ζώα (Missall et al., 2005, Navrot et al., 2006, Mariotti et al., 
2012). 
Στα κύτταρα των θηλαστικών είναι γνωστές έξι ισομορφές GPx οι οποίες 
διαφέρουν ως προς τη γονιδιακή τους έκφραση και την εξειδίκευσή τους (Margis et 
al., 2008). Τα ένζυμα αυτά χαρακτηρίζονται από την παρουσία της Σεληνιοκυστεΐνης 
(U) στο ενεργό τους κέντρο, η οποία κωδικοποιείται από ένα κωδικόνιο UGA, το 
οποίο σε πολλές περιπτώσεις, θεωρείται εκ παραδρομής κωδικόνιο τερματισμού. Οι 
GPx όπως και το πλείστο των σεληνιοπρωτεϊνών φέρουν, συνήθως στο 3΄UTR, μια 








































Αναγωγάση του γλουταθείου (GR)
NADPHNADP+
Κύκλος κιτρικού οξέος
Σχήμα 20: Ο κύκλος του γλουταθείου (GSH) και η συμμετοχή του στην αντιοξειδωτική δράση των 
ενζύμων GPX1 και GPX4
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– SECIS), η οποία έχει χαρακτηριστική δευτεροταγή δομή με ζεύγη βάσεων που 
δεν εμπίπτουν στους κανόνες των Watson-Crick (Walczak et al., 1996). H ακολουθία 
αυτή ευθύνεται για τη μετάφραση του κωδικονίου UGA σε U. Αξίζει να σημειωθεί 
ότι, στα θηλαστικά έχουν παρατηρηθεί ισομορφές GPx που στο ενεργό τους κέντρο 
φέρουν Κυστεΐνη (C) αντί για U (Utomo et al., 2004), αλλά αυτή η μεταβολή επιφέρει 
δραματική μείωση στην ενζυμική δραστικότητά τους (Maiorino et al., 1998). Σε 
μελέτες αδρανοποίησης γονιδίων GPx-1 (gene knock-out) σε μύες (Mus musculus), 
παρατηρήθηκε μείωση στην ανάπτυξη (Esposito et al., 2000) και ιδιαίτερη ευαισθησία 
σε οξεία καταπόνηση προκαλούμενη από χημικούς παράγοντες (Lei, 2002). Επιπλέον, 
παρουσίασαν εκτεταμένες οξειδωτικές βλάβες στο συκώτι, στον μυϊκό ιστό και 
στον εγκέφαλο (Zhang et al., 2009). Μελετώντας αδρανοποιημένα γονίδια GPx4 σε 
αρσενικά θηλαστικά παρατηρήθηκε αυξημένη στειρότητα (Imai et al., 2009), καθότι 
είναι γνωστό ότι η ισομορφή αυτή, διαδραματίζει διττό ρόλο στη βιοσύνθεση δομικών 
στοιχείων στα σπερματοζωάρια (Ursini et al., 1999). Το ένζυμο GPx4 είναι απαραίτητο 
για την επιβίωση και την ανάπτυξη στα θηλαστικά, τα οποία κατά την ανεπάρκειά του 
παρουσιάζουν υψηλά ποσοστά θνησιγένειας (Yant et al., 2003).  Τόσο η ισομορφή 
GPx1 όσο και η GPx4, διαδραματίζουν καθοριστικό ρόλο στην όραση εφόσον η δράση 
τους είναι ουσιώδης για το επιθήλιο των φακών και τα κύτταρα των φωτοϋποδοχέων 
(Reddy et al., 1997, Ueta et al., 2012), 
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Τα τελευταία χρόνια, έχει αρχίσει να πραγματοποιείται η μελέτη των ομολόγων 
γονιδίων GPx σε ψάρια εμπορικού ενδιαφέροντος, όπως τα είδη των κυπρίνων 
Hypophthalmichthys molitrix, Aristichthys nobilis και Ctenopharyngodon idellus (Li 
et al., 2008), ο  γαλαζόπτερος  τόνος  Thunnus  maccoyii (Thompson et al., 2010) και 
ο γαλαζόπτερος τόνος του Ειρηνικού Thunnus orientalis (Yamashita et al., 2012). 
Η κλωνοποίηση του γονιδίου GPx1 στο κιτρινόουρο μαγιάτικο (Seriola lalandi) 
πραγματοποιήθηκε σε συνδυασμό με την επαγωγή της γονιδιακής έκφρασης 
σε καλλιέργεια κυττάρων από την τριτοταγή βουτυλο-υδροκινόνη (tert-butyl 
hydroquinone), ουσία που αποτελεί γνωστό μεταβολίτη συντηρητικού των 
ιχθυοτροφών. Επιπλέον, μείωση της γονιδιακής έκφρασης του γονιδίου GPx4a σε 
σολομό (Oncorhynchus kisutch) σχετίζεται με την έκθεσή του σε κάδμιο (Wang et al., 
2012). Οι πλήρεις κωδικοποιούσες περιοχές των ομολόγων GPx1 και GPx4 για την 
τσιπούρα δεν ήταν διαθέσιμες στις διαδικτυακές βάσεις δεδομένων. Για την ακρίβεια, 
ήταν διαθέσιμη μόνο η μερική ακολουθία GPx1, υπό τον αριθμό πρόσβασης DQ524992 
στη βάση δεδομένων NCBI – GenBank. Κατά συνέπεια, αυτό το κεφάλαιο είχε ως κύριο 
στόχο την αλληλούχηση και τον μοριακό χαρακτηρισμό των ομολόγων GPx1 και GPx4 
γονιδίων στην τσιπούρα.    
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5.2 Υλικά και μέθοδοι
5.2.1 Ταχεία ενίσχυση των cDNA άκρων μέσω RNA λιγάσης.
Η ταχεία ενίσχυση των cDNA άκρων μέσω RNA λιγάσης, πραγματοποιήθηκε σε 
ολικό RNA από ηπατοκύτταρα τσιπούρας µε τη χρήση του συστήματος GeneRacer™ 
(Invitrogen). Η πρώτη αντίδραση περιλάμβανε επώαση με αλκαλική φωσφατάση CIP 
(Calf lntestinal Phosphatase) για την αποφωσφορυλίωση των 5΄ άκρων ριβοσωμικού 
RNA, κομμένου mRNA, tRNA και γενομικού DNA. Το RNA επωάστηκε με TAP (Tobacco 
Acid Pyrophosphatase) για την απομάκρυνση της καλύπτρας (cap-τροποποίηση) από 
το ώριμο mRNA, αφήνοντας ελεύθερη μία 5΄ φωσφορική ομάδα. Προστέθηκε στο RNA 
ένα ολιγονουκλεοτίδιο RNA με τη χρήση T4 RNA λιγάσης. Η αντίστροφη μεταγραφή 
πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφηκε στο Κεφ. 2.4, με τη διαφορά ότι ο εκκινητής 
που χρησιμοποιήθηκε ήταν o GeneRacer™ Oligo dT: 5’-GCTGTCAACGATACGCTACGTAA
CGGCATGACAGTG(T)24-3’. Το παραχθέν τροποποιημένο cDNA ενισχύθηκε, με τη χρήση 
PCR, με εξειδικευμένους εκκινητές (Πιν. 1) και παγκόσμιους εκκινητές του συστήματος 
GeneRacer™ για τα γονίδια GPx.
Μια τυπική αντίδραση περιλάμβανε 5-50ng μήτρας cDNA, 1Χ ρυθμιστικό 
διάλυμα αντίδρασης (50mM KCl, 10mM Tris-Cl, pH 8,4),  1,5 mM MgCl2, 160 μM 
δεοξυνουκλεοτιδίων dNTPs (New Englnad Biolabs), 0,5U Taq πολυμεράσης (KAPA 
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Biosystems) και 4μM από κάθε ένα εκκινητή (Invitrogen). Τα αντιδραστήρια 
επωάστηκαν για 5 λεπτά στους 95οC (αποδιάταξη), και στη συνέχεια υποβλήθηκαν σε 
25-35 κύκλους που περιλάμβαναν διαδοχικά στάδια αποδιάταξης, υβριδοποίησης των 
εκκινητών στις αλληλουχίες στόχους της μήτρας και επιμήκυνσης των νέων αλυσίδων 
στους 72οC.
5.2.2 Μοριακή κλωνοποίηση και αλληλούχηση γονιδίων – στόχων
Τμήματα  cDNA που ενισχύθηκαν με PCR, ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή 
αγαρόζης (1%) με ρυθμιστικό διάλυμα ΤΒΕ (1Χ),  χρώση βρωμιούχου αιθιδίου (1μΜ) 
και δείκτη DNA 100bp (Nippon Genetics Europe, Germany). Η ανάλογη ζώνη κάθε 
φορά απομονωνόταν από την πηκτή με τη χρήση του συστήματος PureLink® Quick Gel 
Extraction (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. 
H ένθεση του τμήματος DNA στον πλασμιδιακό φορέα pCR®II-TOPO® (Σχ. 25 του 
Παραρτήματος) πραγματοποιήθηκε μέσω αντίδρασης συνένωσης και επακολούθησε 
ο μετασχηματισμός ηλεκτροδεκτικών βακτηριακών κυττάρων E. coli (TOP10 electro-
competent cells). H ηλεκτροδιάτρηση πραγματοποιήθηκε σε ηλεκτροδιατρητή 
Eppendorf 2510, υπό τάση 1800V με κυβέτα 1mm. Σε ορισμένες περιπτώσεις 
χρησιμοποιήθηκε και χημικός μετασχηματισμός κυττάρων E. coli (TOP10 chemically 
competent cells), που περιλάμβανε επώαση των κυττάρων και του πλασμιδίου για 5min 
σε πάγο (~0οC) και σύντομο θερμικό σοκ για 30sec στους 42oC. Τα μετασχηματισμένα 
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κύτταρα εμβολιάστηκαν σε θρεπτικό μέσο SOC (Invitrogen) και επωάστηκαν στους 
37oC (200rpm) για 1h, ώστε να εκφραστούν τα γονίδια ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά. 
Στη συνέχεια, επιστρώθηκαν σε τρυβλία petri (LB agar) µε καναµυκίνη (50 ng/ml) και 
40μL X-gal (40 mg/mL) και επωάστηκαν για 16h στους 37οC. Βακτήρια που έχουν 
μετασχηματισθεί, αλλά το πλασμίδιο δεν είναι ανασυνδυασμένο, έχουν μπλε χρώμα, 
διότι παράγουν την β-γαλακτοσιδάση και υδρολύουν X-gal (blue-white screening). 
Από τις λευκές αποικίες, επιλέχθηκαν με PCR (colony PCR) οι θετικές. Έπειτα από 
εμβολιασμό των θετικών αποικιών και επώασή τους σε θρεπτικό μέσο LB (37οC, 200rpm, 
8h), πραγματοποιήθηκε εξαγωγή πλασμιδιακού DNA με τη χρήση του συστήματος 
Nucleospin® Plasmid (Macherey-Nagel, Germany). Τα πλασμίδια αλληλουχήθηκαν με 
τους αμφίδρομους εκκινητές Μ13 (forward και reverse) σε αλληλουχητή ΑΒΙ 3730 (DBS 
Genomics, Durham, UK και VBC Genomics Bioscience Research GmbH, Αustria).
5.2.3 In silico μελέτη των γονιδίων GPx της τσιπούρας
Οι αλληλουχίες που προέκυψαν από τις αντιδράσεις 3΄ και 5΄ RACE επεξεργάστηκαν 
με τη χρήση του λογισμικού προγράμματος Geneious 4.8.5. Με σταδιακή αφαίρεση 
των αλληλουχιών του πλασμιδίου και συναρμολόγηση των 3΄ και 5΄ αλληλουχιών, 
προέκυψαν οι τέσσερις πλήρεις αλληλουχίες των γονιδίων GPx1a, GPx1b, GPx4a 
και GPx4b. Για την εύρεση και την παρουσίαση των ακολουθιών εισαγωγής της 
Σεληνιοκυστεΐνης (SECIS) χρησιμοποιήθηκε ο αλγόριθμος SECISearch 2.19 (Kryukov 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 05:53:45 EET - 137.108.70.7
5. ΜΟΡΙΑΚΟΣ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ ΓΟΝΙΔΙΩΝ GPx
74
et al., 2003). Για την ομοπαράθεση των αμινοξικών αλληλουχιών χρησιμοποιήθηκε ο 
αλγόριθμος ClustalW (Andersen et al., 2004) και εφαρμόστηκε το μοντέλο αμινοξικής 
υποκατάστασης Jones-Taylor-Thornton για την κατασκευή του φυλογενετικού δέντρου. 
Συνολικά, πλην των τεσσάρων ισομορφών GPx της τσιπούρας, χρησιμοποιήθηκαν 
31επιπλέον αμινοξικές αλληλουχίες από άλλους οστειχθύς και θηλαστικά. Τα λογισμικά 
προγράμματα SignalP 4.1 (Petersen et al., 2011) και TargetP 1.1 (Emanuelsson et al., 
2007) εφαρμόστηκαν για την πρόβλεψη των σηματοδοτικών αμινοξικών αλληλουχιών 
και τον κυτταρικό εντοπισμό των ισομορφών GPx. Για την πρόβλεψη της τριτοταγούς 
δομής των ενζύμων, οι αμινοξικές αλληλουχίες εισήχθησαν στον αλγόριθμο I-TASSER 
(Zhang, 2008), με τον οποίο συνυπολογίζονται τόσο η ελεύθερη ενέργεια των 
αμινοξέων, όσο και η ομοιότητα με ομόλογες μήτρες της βάσης δεδομένων RCSB PDB. 
Η παρουσίαση των αποτελεσμάτων και η τριτοταγής ομοπαράθεσή τους κατέστη 
δυνατή με το λογισμικό UCSF Chimera 1.7 (Pettersen et al., 2004). 
5.3 Αποτελέσματα 
5.3.1 Ανάλυση αλληλουχιών
Από τη μοριακή ανάλυση RACE προέκυψαν 4 ομόλογα GPx γονίδια. Οι πλήρεις 
αλληλουχίες των ομολόγων GPx κατατέθηκαν στη βάση δεδομένων NCBI – GenBank 
με τους αριθμούς πρόσβασης KC201352, KC201353, KC489086, και KC201354 (Σχ. 27-
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 05:53:45 EET - 137.108.70.7
5. ΜΟΡΙΑΚΟΣ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ ΓΟΝΙΔΙΩΝ GPx
75
30 του Παραρτήματος). Οι επισημειώσεις των αλληλουχιών καθώς και οι ακολουθίες 
SECIS παρουσιάζονται στο Σχήμα 21. Στο 3’UTR των ομολόγων GPx γονιδίων 
παρατηρήθηκε δευτεροταγής δομή του RNA, η οποία αντιστοιχεί στην ακολουθία 
εισαγωγής της Σεληνιοκυστεΐνης (SECIS). Από τα τέσσερα ομόλογα γονίδια, το GPx1a 
φέρει ακολουθία SECIS τύπου Ι, ενώ όλα τα υπόλοιπα φέρουν SECIS ακολουθία τύπου 
ΙΙ (Grundener-Culemann et al., 1998). Επιπλέον, η αλληλουχία-υπογραφή των GPx (GPx 
signature sequence motif ) και η αλληλουχία του ενεργού κέντρου (active site motif ) 
παρουσιάζονται συντηρημένες μεταξύ των τεσσάρων ομολόγων. Επιπλέον, δύο 
αμινοξέα Αργινίνης (R), τα οποία είναι εμφανή στα GPx1 παράλογα, απουσιάζουν από 
τα αντίστοιχα GPx4 (Σχ. 22). Η ανάλυση με τα λογισμικά SignalP και TargetP, προέβλεψε 
την ισομορφή GPx1a να εντοπίζεται στο μιτοχόνδριο (χαμηλή πιθανοφάνεια). Αντίθετα, 
η ισομορφή GPx4a φαίνεται να στρέφεται προς το εκκριτικό μονοπάτι (υψηλή 
πιθανοφάνεια) και το σηματοδοτικό πολυπεπτίδιο αποτελείται από τα 18 πρώτα 
αμινοξέα, τα οποία βοηθούν τη μεταφορά όλου του ενζύμου δια μέσω της μεμβράνης. 
Τα αποτελέσματα των προβλέψεων για το σύνολο των τεσσάρων GPx ισομορφών 
παρουσιάζονται τον Πίνακα 2. Εδώ αξίζει να σημειωθεί ότι μετά τη σηματοδοτική 
αλληλουχία (GPx4a) προκύπτει και δευτερεύον κωδικόνιο έναρξης μετάφρασης. 
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5.3.2 Φυλογενετική ανάλυση
Οι αμινοξικές ομοπαραθέσεις κατέδειξαν ότι το ένζυμο GPx1a είχε την 
υψηλότερη ομολογία (86,4%) με το GPx1 από το είδος Takifugu obscurus (Αριθμός 
Πρόσβασης Genbank ACR20471). Η ισομορφή GPx1b είχε υψηλή ομολογία (89,9%) 
με την GPx1 από το κιτρινόουρο μαγιάτικο (Seriola lalandi) με αριθμό πρόσβασης 
Σχήμα 21: Οι επισημειώσεις (annotations) των αλληλουχιών GPX1a, GPX1b, GPX4a και GPX4b της 
τσιπούρας. Η κλίμακα απεικονίζει μήκος σε ζεύγη βάσεων (bp). 5’UTR (γκρι βέλη), 3’UTR (λευκά 
βέλη), ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης (κίτρινα βέλη), κωδικόνιο Σεληνιοκυστεΐνης (μαύρα βέλη), σήματα 
πολυαδενυλίωσης (μπλε βέλη), πολυαδενυλιωμένα άκρα (κυανά βέλη) και οι αλληλουχίες SECIS 
(κόκκινα βέλη). Οι δευτεροταγείς δομές των αλληλουχιών SECIS εμφανίζονται στην αντίστοιχη θέση 
τους πάνω από κάθε αλληλουχία. Πιθανά εναλλακτικά κωδικόνια έναρξης μεταγραφής απεικονίζονται 
με πορτοκαλί βέλη για το GPX1a και GPX4a. H σηματοδοτική αλληλουχία στο GPX1a απεικονίζεται με 
πράσινο.










Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 05:53:45 EET - 137.108.70.7
5. ΜΟΡΙΑΚΟΣ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ ΓΟΝΙΔΙΩΝ GPx
77
Genbank AEI91048. Το ένζυμο GPx4a παρουσίασε αμινοξική ομοιότητα 91% με την 
PHGPx (phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase) από τον  μακρύπτερο 
τόνο Thunnus maccoyii (Αριθμός Πρόσβασης GenΒank ABO38818). Τέλος, η ισομορφή 
GPx4b είχε την υψηλότερη ομοιότητα (84,1%) με την ομόλογή της από το είδος Danio 
rerio (Αριθμός Πρόσβασης GenΒank EU665237). 
MAGN VKR FYAL TAN LL SG-EMFSF SALK GKVVL I ENV ASL UGTT TRDYTQMNEL HSRYSDK GLV
IL GVPCNQFG HQENCK NDEI L QSLK YVR PG NGFEPK IQLL EKV DV NGK DA HPL FV YLKEK L PFPSDDAMA
L MTDPK SIIW SPVRRDDV SW NFEK FLV GPD GEPYKR YSR C FLTIDIEADI K ELLKKVK
MAGT MKK FYDL SAK LL SG-DLL NF SSLK GKVVL I ENV ASL UGTT VRDYTQMNEL HSRYADQGLV
VL GAPCNQFG HQENCK NEEI L QSLK YVR PG NGFEPK FQIL EKL EV NGENA HPL FAFLKEK L PQPSDDPVS
L MGDPK FIIW SPV CRNDISW NFEK FLIGPD GEPFKR YSRR FLTIDIDADI K ELLKR TK
MA-- VRR FYDL TVK LL SG-ETFSL SALK GKVVL I ENV ASL UGTT TRDYTQMNEL HSRYSDK GLV
IL GVPCNQFG HQENCK NDEI LR SLK YVR PG NGFEPNFQLL EKV DV NGK DA HPL FV YLKER L PSPCDDAMA
L MNDPK FIIW SPV SRNDV SW NFEK FLV SPD GEPYKR YSR N FLTIDIEADI K ELLKRVK
MA-- --K FYDL TAK LL TG-ETFK F SSL QGKVVL I ENV ASL UGTT TRDYTQMNEL HERYAGK GLV
IL GVPCNQFG HQENCK NDEI L MSLK YIR PG NGFEPK FQLL EKV DV NGK DA HPMFV FLREK L PFPSDEPSA
L MTDPKL IIW SPV CRNDV AW NFEK FLIGPD GV PFKR YSRR FLTSDIEGDI KKLL EK AN
MAG- IK SFYDITAK TL TG-EEFK F SSL QGKVVL I ENV ASL UGTT SRDYTQMNEL HERFAEK GLV
VL GVPCNQFG YQENCTNEEI LL SLK YVR PG NGYEPK FQLL EKV DV NGK NA HPL FTFLKEK L PFPSDEPMP
FMSDPK FIIW SPV CRNDIAW NFEK FLIGSD GV PFKR YSRR FLTSGIDGDI KKLL SIPK
MA-- -KK IYDFEAK LL TG-ETFDF STL QGKVVL I V NV ASL UGTT TRDYTQMNEL HERYAGK GLV
IL GVPCNQFG HQENCK NEEI LL SLK YVR PG NGFEPK FQLL EKV DV NGK NT HPL FTFLKES L PSPSDEQHT
FL NDPKL IIW SPV CRNDV AW NFEK FLIGSD GV PFKR YSRR FLTSDIDGDI QKLL NQAN
MCAARL AAAA AQSV YAFSAR PL AGGEPV SL GSLR GKVLL I ENV ASL UGTT VRDYTQMNEL QRRL GPR GLV
VL GFPCNQFG HQENAK NEEI QNSLK YVR PG GGFEPNFML F EKCEV NGAGA HPL FAFLREA L PAPSDDATA
L MTDPKL ITW SPV CRNDV AW NFEK FLV GPD GV PLRR YSRR FQTIDIEPDI EALL SQ--GP SCA
MCAARL SAAA QSTV YAFSAR PL TGGEPV SL GSLR GKVLL I ENV ASL UGTT IRDYTEMNDL QKRL GPR GLV
VL GFPCNQFG HQENGK NEEI L NSLK YVR PG GGFEPNFTL F EKCEV NGEK A HPL FTFLRNA L PTPSDDPTA
L MTDPK YIIW SPV CRNDIAW NFEK FLV GPD GV PVRR YSRR FRTIDIEPDI ETLL SQQSGN S
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Pacific bluefin tuna GPX1a
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Pacific bluefin tuna GPX1b
Pacific bluefin tuna GPX1b







MRL IGSTVL FSVLL QAMAA PTEDWQTATS IYNFSATDID GNLV SL EKYR GNVV IITNVA
SK UGK TPV NY SQFTEMHAK Y AER GLRIL AF PSNQFGNQEP GNETQIKQFA ASYNAR FDMF SK IEV NGANA
HPL WK WLK DQ PNGK GFL GNS IK WNFTK FL I NR EGQVVKR F GPL DDPSVV E K AL PPYL
MR FLGSAVV FSLVL QTMSA QL EDWQTAK S IYEFTATDID GNEV SL EKYR GKVV IITNVA
SK UGK TPV NY SQFAEMHAK Y SER GLRIL AF PSNQFGRQEP GTNSQIKEFA K SYNAEFDMF SK IDV NGDGA
HPL WK WLK DQ PNGK GFL GNG IK WNFTK FL I NR EGQVVKR Y SPL QDPSVV E NDL SK YL
MRL IGSAVL FSVLL QAMSA PTEDWQTATS IYDFSATDID GNLV SL EKYR GNVV IITNVA
SK UGK TPV NY SQFTQMHAK Y AER GL HIL AF PSNQFGNQEP GNETQIKQFA QSYNAQFDMF SK IDV NGANA
HPL WK WMK EQ PNGK GFMGNS IK WNFTK FL I NK EGQVVKR Y GPL DDPSVV E K DL PQYL
MCA QV GDWK NAK S IYEFSAKDID GNETSL EKYR GYVCIIV NVA
SK UGK TRV NY TQL AAMHASY AEK GLRIL AF PCNQFGGQEP GTEAEIKEFA K GFNAEFDL F SK IDV NGDNA
HPL WK WMK AQ PNGK GFMGNS IK WNFTK FL I NK EGDVVKR Y APTDDPSVV E K DL PK YL
MWL F QR ALLV GAV G SK SFARAMCA QANDWQSAK S IYEFSAIDID GNDV SL EKYR GYVCIITNVA
SK UGK TPV NY TQL AAMHV TY AEK GLRIL GF PCNQFGKQEP GSEAEIKEFA K GYNAEFDL F SK IDV NGDAA
HPL WK WMK EQ PK GR GTL GNN IK WNFTK FL I DR EGQVVKR Y GPMDDPSVV E K DL PK YL
MSL GRL CRLL K PALLCGAL A APGL AGTMCA SR DDWR CAR S MHEFSAKDID GHMV NL DKYR GFVCIV TNVA
SQUGK TEV NY TQLV DL HVR Y AECGLRIL AF PCNQFGKQEP GSNEEIKEFA AGYNVK FDMF SK ICV NGDDA
HPL WK WMK IQ PK GK GIL GNA IK WNFTK FL I DK NGCVVKR Y GPMEEPLV IE K DL PHYF
MSWGRL SRLL K PALLCGAL A APGL AGTMCA SR DDWR CAAS MHEFSAKDID GHMV CL DKYR GFVCIV TNVA
SQUGK TDV NY TQLV DL HAR Y AECGLRIL AF PCNQFGRQEP GSNQEIKEFA AGYNVK FDMY SK ICV NGDDA
HPL WK WMKV Q PK GR GML GNA IK WNFTK FL I DK NGCVVKR Y GPMEEPQV IE K DL PCYL
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Σχήμα 22: Αμινοξική ομοπαράθεση των ισομορφών GPX τσιπούρας, τόνου, zebrafish, μυός και 
ανθρώπου . Τα αμινοξέα με ομοιότητα >60% και 100% σκιάζονται με μαύρο και γκρι χρώμα, αντίστοιχα. 
Η τετράδα των αμινοξέων του ενεργού κέντρου (U, Q, W, N) σημειώνεται με αστερίσκους. Τα πιθανά 
αμινοξέα έναρξης μετάφρασης σημειώνονται με βέλη. Το μοτίβο ενεργού κέντρου και η αλληλουχία – 
υπογραφή των GPX υπογραμμίζονται με μία και δύο γραμμές, αντίστοιχα. Τα δύο αμινοξέα Αργινίνης (R) 
που κατευθύνουν το γλουταθείο στο ενεργό κέντρο των GPX1 επισημαίνονται με τετράγωνο.   
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   Τα δύο παράλογα γονίδια GPx1 παρουσίασαν μεταξύ τους ομοιότητα >80% και 
τα GPx4 78%. Φυλογενετικά, διαμορφώθηκαν τέσσερις ομάδες για τις GPx ισομορφές 
των υπεροξειδασών του γλουταθείου στα ψάρια. Κάθε ισομορφή που χαρακτηρίστηκε 
στην παρούσα διατριβή συμμετείχε σε κάθε μία από τις ομάδες αυτές. Αντιθέτως, τα 
ορθόλογα γονίδια των θηλαστικών (GPx1 και GPx4), ομαδοποιήθηκαν σε δύο κύριες 
ομάδες (Σχ. 23).
5.3.3 Δομικά μοντέλα
Για την ομόλογη μοντελοποίηση των GPx1 και GPx4, χρησιμοποιήθηκαν οι 
αντίστοιχες ανθρώπινες δομικές μήτρες  2f8aA και 2gs3A της βάσης δεδομένων RCSB 
PDB. Από τον αλγόριθμο I-TASSER διαμορφώθηκαν πέντε πιθανά μοντέλα για κάθε 
ένζυμο, από τα οποία εξήχθη το ένα πιθανότερο για κάθε ισομορφή. Και οι τέσσερις 
δομές παρουσίασαν υψηλή ομοιότητα μεταξύ τους (Σχ. 24). Διαφορά παρατηρήθηκε 
Ένζυμο Σηματοδοτικό πεπτίδιο Τιμή D
1 Μιτοχονδριακό Εκκριτική πρωτεΐνη Λοιπά
Δείκτης 
αξιοπιστίας2
GPX1a - 0,206 0,337 0,285 0,277 5
GPX1b - 0,121 0,034 0,181 0,875 1
GPX4a 1-18aa 0,821 0,033 0,931 0,053 1
GPX4b - 0,100 0,062 0,078 0,933 1
Πίνακας 2: Πρόβλεψη σηματοδοτικών πεπτιδίων και χωρικός εντοπισμός των ενζύμων. Οι τιμές με 
έντονη γραματοσειρά υποδεικνύουν τις ισχυρότερες προβλέψεις. 1 Η τιμή D είναι η πρόβλεψη του 
λογισμικού SignalP η οποία χρησιμοποιείται για να διαχωρίσει τα σηματοδοτικά από τα μη σηματοδοτικά 
πεπτίδια. 2 Ο δείκτης αξιοπιστίας του λογισμικού TargetP (1-5), όπου η χαμηλότερη τιμή αποτελεί την 
ισχυρότερη πρόβλεψη.
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 Sparus aurata GPX1a [AFY97790]
 Thunnus orientalis GPX1a [BAL41419]
 Takifugu obscurus GPX1 [ACR20471]
 Gobio gobio Se-GPX [AEX57308] 
 Danio rerio GPX1 [NP_001007282] 
 Sparus aurata GPX1b [AFY97791]
 Seriola lalandi GPX1 [AEI91048]
  Thunnus orientalis GPX1b [BAL41420]
Thunnus maccoyii GPX [ABO38817]
 Ictalurus punctatus GPX1 [NP_001187670] 
 Danio rerio GPX1 [NP_001004634] 
 Homo sapiens GPX [CAA31992]
 Macaca mulatta GPX1 [NP_001152770]
 Canis lupus familiaris GPX1 [NP_001108591]
 Equus ferus caballus GPX1 [NP_001159951] 
 Sus scrofa GPX1 [NP_999366]
 Bos taurus GPX1 [AAI49309] 
 Bubalus bubalis GPX1 [AFA26563] 
 Mus musculus GPX1 [NP_032186]
 Mus musculus GPX2 [AAH34335]
 Sus scrofa GPX2  [NP_001108608]
 Homo sapiens GPX2 [AAH16756]
 Canis lupus familiaris GPX2 [NP_001108607]
 Sparus aurata GPX4a [AGH03267]
 Thunnus maccoyii GPX4 [ABO38818]
 Seriola lalandi GPX4 variant 1 [AEI91049]
 Danio rerio GPX4a [ABW76146]
 Sparus aurata GPX4b [AFY97792]
 Cyprinus carpio GPX4b partial [ACR33822]
 Danio rerio GPX4b [ACF72883]
 Macaca mulatta GPX4 [NP_001139295]
 Homo sapiens GPX4 [AAH46163]
 Sus scrofa PHGPX [AAA31099]
 Equus ferus caballus PHGPX [BAA92142]














































Σχήμα 23: Φυλογενετική σχέση των πρωτεϊνών GPX1 και GPX4 σε ψάρια και θηλαστικά. Στις αγκύλες  είναι 
εγγεγραμμένοι οι αριθμοί πρόσβασης NCBI – GenBank των πρωτεϊνών GPX για κάθε είδος. Η κλίμακα 
υποδεικνύει συχνότητα αμινοξικών υποκαταστάσεων. Οι αριθμοί στους βρόγχους υποδεικνύουν τιμές 
bootstrap (%) μετά από 10000 επαναλήψεις.
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ένθεν και ένθεν του ενεργού κέντρου των ενζύμων, όπου τα ισοένζυμα GPx1 φέρουν 
επιμήκεις θηλιές (Θηλιά Ι και ΙΙ) σε σχέση με τα αντίστοιχα GPx4.     
5.3.4 Ιστοειδική γονιδιακή έκφραση
Η έκφραση των γονιδίων GPx της τσιπούρας αναλύθηκε με RT-qPCR στους εξής 




Σχήμα 24: Τρισδιάστατη ομοπαράθεση των ισομορφών GPX. Κατά σειρά οι ισομορφές GPX1a, GPX1b, 
GPX4a  και GPX4b εμφανίζονται με πορτοκαλί, καφέ, γαλάζιο και μπλε, αντίστοιχα. Η περιοχή των ενεργών 
κέντρων των αμινοξέων καταδεικνύεται με βέλος. Οι επιμήκεις θηλιές (Ι και ΙΙ) των ισομορφών GPX1 
περικλείονται σε ελλείψεις. Οι τιμές ομοιότητας των μοντέλων με τις ομόλογες μήτρες όπως προέκυψαν 
από τον αλγόριθμο I-TASSER ήταν: GPX1a (C-score: 1,15: TM-score: 0,87±0,07: RMSD: 3,0±2,1Å), GPX1b 
(C-score: 1,38: TM-score: 0,91±0,06: RMSD: 2,5±1,9Å), GPX4a (C-score: -0,48: TM-score: 0,65±0,13: RMSD: 
6,2±3,8Å) and GPX4b (C-score: 1,38: TM-score: 0,91±0,06: RMSD: 2,4±1,8Å).
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μυϊκός ιστός. Τα αποτελέσματα προέκυψαν με προβολή των κύκλων ποσοτικοποιήσης 
(Cq), σε πρότυπες καμπύλες που κατασκευάστηκαν από διαδοχικές αραιώσεις (1/10) 
ανασυνδυασμένου πλασμιδιακού DNA (Σχ. 25). Στο σύνολο των ιστών που μελετήθηκαν, 
παρατηρήθηκε έκφραση των GPx γονιδίων (Σχ. 26). Επιπλέον, διαπιστώθηκε υψηλή 
παραλλακτικότητα, τόσο μεταξύ των ομολόγων γονιδίων, όσο και μεταξύ των 
διαφορετικών ιστών. Τα παράλογα GPx1a και GPx1b παρουσίασαν υψηλότερη 
γονιδιακή έκφραση στον σπλήνα (22.000 and 6.330 μετάγραφα/ng RNA, αντίστοιχα). 













































































































Σχήμα 25: Οι πρότυπες καμπύλες οι οποίες προέκυψαν από τις γνωστές συγκεντρώσεις πλασμιδιακού 
DNA κάθε ομολόγου γονιδίου και χρησιμοποιήθηκαν για τη μέτρηση της γονιδιακής έκφρασης στους 
διαφορετικούς ιστούς. Ο άξονας Υ αναφέρεται στο λογάριθμο των αντιγράφων ανασυνδυασμένου 
DNA και ο άξονας Χ στους κύκλους ποσοτικοποίησης (Cq). Οι κάθετες γραμμές σε κάθε σημείο 
αντιπροσωπεύουν το τυπικό σφάλμα για τρεις (3) τεχνικές επαναλήψεις.
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Επίσης, υψηλά επίπεδα GPx1 mRNA αντιγράφων παρατηρήθηκαν και στον εμπρόσθιο 
νεφρό. Αντίθετα, οι μικρότερες τιμές μεταγράφων παρατηρήθηκαν στο μυϊκό ιστό 
(950 and 250 μετάγραφα/ng RNA, αντίστοιχα). Τα  παράλογα GPx4 παρουσίασαν τα 
υψηλότερα επίπεδα στον εγκέφαλο  (3.415 and 3.132 μετάγραφα/ng RNA για το GPx4a 
και GPx4b, αντίστοιχα) και τα μικρότερα στα βράγχια (156 and 845 μετάγραφα/ng 






















































Βράγχια Καρδιά Νεφρός Ήpiαρ Σpiλήνας Μυϊκός
ιστός
Έντερο Στοµάχι
Σχήμα 26: Ιστοειδική γονιδιακή έκφραση των ομολόγων GPX γονιδίων. Οι μπάρες αποτελούν τον μέσο 
όρο των χιλιάδων αντιγράφων (.103) ανά ng mRNA για τρεις (3) βιολογικές επαναλήψεις. Οι κάθετες 
γραμμές αντιπροσωπεύουν το τυπικό σφάλμα. 
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παραλόγων GPx1 (R=0,902: P=0,02), στο σύνολο των ιστών που μελετήθηκαν (Σχ. 27), 
γεγονός που δεν καταδεικνύεται για τα παράλογα GPx4.
5.4 Συζήτηση
Στο παρόν κεφάλαιο πραγματοποιήθηκε κλωνοποίηση και χαρακτηρισμός 
των γονιδίων GPx1 και GPx4 σε άτομα τσιπούρας (Sparus aurata). Η ομαδοποίηση 


































Σχήμα 27: Συσχέτιση ιστοειδικής γονιδιακής έκφρασης μεταξύ των παραλόγων GPX1 γονιδίων.  Οι 
οριζόντιες και κάθετες γραμμές παριστούν τα τυπικά σφάλματα στους ανάλογους άξονες. Ο συντελεστής 
συσχέτισης Pearson είναι R=0,902 (P=0,02)
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ορθόλογες αλληλουχίες των τελεόστεων. Τα αποτελέσματα βρίσκονται σε αντιστοιχία 
με τα ορθόλογα GPx γονίδια από το Danio rerio (Kryukov and Gladyshev, 2000). Για τα 
παράλογα GPx4 είναι προφανές ότι παρουσιάζουν ομολογία με το GPx4 των θηλαστικών. 
Επιπλέον, τα GPx1a και GPx1b, παρουσιάζουν ομολογία με το γονίδιο GPx1 των 
θηλαστικών. Αξίζει να σημειωθεί ότι πρόσφατα, με αντικείμενο μελέτης την ιριδίζουσα 
πέστροφα (Oncorhynchus mykiss), διατυπώθηκε η αμφιβολία κατά πόσον το ομόλογο 
των GPx1 γονιδίων των τελεόστεων στα θηλαστικά είναι το GPx1 ή το GPx2 (Pacitti 
et al., 2013). Διαπιστώνεται λοιπόν ότι, τα GPx1 γονίδια των τελεόστεων ομοιάζουν 
περισσότερο, υπό όρους αμινοξικών υποκαταστάσεων, με το ορθόλογo GPx1 των 
θηλαστικών σε σχέση με το GPx2. Υπάρχει πάντως η πεποίθηση πως οι τελεόστεοι 
διήλθαν από φαινόμενα διπλασιασμού του γενώματός τους ή παρατηρήθηκαν 
ανεξάρτητοι διπλασιασμοί γονιδίων στο γένωμά τους (Meyer and Schartl, 1999, Volff, 
2005). Είναι πιθανό, ο διπλασιασμός του γονιδιώματος των τελεόστεων να προέκυψε 
μετά τον εξελικτικό διαχωρισμό τους από τα θηλαστικά. Όπως συνέβη και σε άλλους 
γονιδιακούς θώκους, έτσι και τα GPx1 και GPx4 απέκτησαν δύο παράλογα γονίδια (a 
και b). Στην περίπτωση των GPΧ γονιδίων τα παράλογα φαίνεται να είναι ενεργά και να 
έχουν λειτουργική σημασία. Υπάρχουν όμως και περιπτώσεις γονιδίων, όπως τα HΟΧ 
στο είδος takifugu (Takifugu rubripes), από τα οποία κάποια παράλογα που προήλθαν 
από διπλασιασμό, φαίνεται να είναι ψευδογονίδια (Amores et al., 2004).
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 Μεταξύ των ισομορφών GPx, παρατηρείται παραλλακτικότητα στο αμινοτελικό 
άκρο (N-terminus) των πεπτιδικών αλυσίδων. Συντηρημένες είναι οι πεπτιδικές 
αλληλουχίες πλησίον της Σεληνιοκυστεΐνης (U). Παρομοίως, υψηλή συντήρηση 
παρουσιάζουν και οι αλληλουχίες WNF(E/T)KF (μοτίβο ενεργού κέντρου) και L(G/A)
(V/F)P(C/S)NQF (αλληλουχία-υπογραφή των GPx), οι οποίες πλαισιώνουν τα βασικά 
αμινοξέα του ενεργού κέντρου την Γλουταμίνη (Q), την Τρυπτοφάνη (W) και την 
Ασπαραγίνη (Ν). Σύμφωνα με τους Ursini et al. (1995), η καταλυτική τριάδα αποτελείται 
από τη Σεληνιοκυστεΐνη (U), τη Γλουταμίνη (Q) και την Τρυπτοφάνη (W). Πρόσφατα 
όμως αποδείχθηκε ότι, το ενεργό κέντρο των ενζύμων λογίζεται ως τετράδα με την 
προσθήκη της Ασπαραγίνης (Ν) (Tosatto et al., 2008). Πρέπει να σημειωθεί ότι στη 
λειτουργία του ενεργού κέντρου συμμετέχουν και δύο αμινοξέα Αργινίνης (R), τα οποία 
κατευθύνουν το γλουταθείο κατά την πρόσδεσή του. Τα αμινοξέα αυτά είναι παρόντα 
στα ισοένζυμα GPx1, ενώ απουσιάζουν από τα GPx4, γεγονός που ενδεχομένως 
ισοδυναμεί με διαφορετικούς τρόπους δέσμευσης του υποστρώματος (Aumann et al., 
1997).   
Στο αμινοτελικό άκρο του ισοενζύμου GPx4a εντοπίζεται σηματοδοτική 
αλληλουχία 18 αμινοξέων, η οποία προσδίδει εξωκυτταρική ιδιότητα, γεγονός που 
αποδείχθηκε πειραματικά και στον μακρύπτερο τόνο (Thunnus maccoyii) (Bain 
and Schuller, 2012a). Επίσης, στην ίδια ισομορφή παρατηρείται και δεύτερο πιθανό 
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κωδικόνιο έναρξης μετάφρασης. Αυτή η ιδιαιτερότητα έχει ήδη περιγραφεί σε GPx4 
στα θηλαστικά (Pushpa-Rekha et al., 1995). Σε κιτρινόουρο μαγιάτικο επίσης έχουν 
περιγραφεί ισοένζυμα GPx4 με διαφορετικό αμινοτελικό άκρο, τα οποία φαίνεται να 
κωδικοποιούνται από κοινό γονίδιο, ενώ εμφανίζουν διαφορετικές ιδιότητες ως προς 
τον κυτταρικό τους εντοπισμό (Bain and Schuller, 2012b). 
Σε πολλές σεληνιοπρωτεΐνες, όπως και στις υπεροξειδάσες του γλουταθείου, 
η  ακολουθία εισαγωγής της Σεληνιοκυστεΐνης (SECIS) στο 3΄UTR του μορίου mRNA, 
είναι απαραίτητη για την αναγνώριση του κωδικονίου UGA και τη μετάφρασή του ως 
Σεληνιοκυστεΐνη (Berry et al., 1993). Σε περίπτωση έλλειψης του στοιχείου SECIS, δεν 
παράγεται πρωτεΐνη ακόμα και στην περίπτωση που το γονίδιο μεταγράφεται κανονικά 
(Shen et al., 1993). Από τα τέσσερα ομόλογα γονίδια, το GPx1a φέρει ακολουθία 
SECIS τύπου Ι, ενώ όλα τα υπόλοιπα φέρουν ακολουθία SECIS τύπου ΙΙ σύμφωνα με 
το διαχωρισμό των Grundener-Culemann et al. (1998), κατά αντιστοιχία με το είδος-
μοντέλο zebrafish (Danio rerio). Αντιθέτως, στην πέστροφα τα ομόλογα GPx γονίδια 
παρουσίασαν στο σύνολό τους στοιχεία SECIS τύπου ΙΙ (Pacitti et al., 2013). 
Πραγματοποιήθηκε μελέτη της γονιδιακής έκφρασης των ομολόγων γονιδίων GPx 
σε δέκα (10) διαφορετικούς ιστούς από δείγματα τσιπούρας. Τα αποτελέσματα, αν και 
εμφανίζουν υψηλή παραλλακτικότητα μεταξύ των διαφορετικών ιστών, καταδεικνύουν 
την υψηλή σημασία του αντιοξειδωτικού συστήματος των υπεροξειδασών του 
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γλουταθείου, στο σύνολο των ιστών του οργανισμού (Brigelius-Flohe, 1999). Η 
παρατηρηθείσα ετερογένεια μεταξύ των διαφορετικών ιστών, έχει αποδοθεί στο 
παρελθόν και σε διαφορετικές συγκεντρώσεις Σεληνίου (Oster et al., 1988, Zachara et 
al., 2001). Τα υψηλότερα ποσοστά έκφρασης των GPx1 παραλόγων παρατηρήθηκαν 
στον σπλήνα και στον πρόσθιο νεφρό. Και οι δύο ιστοί αποτελούν σημαντικά όργανα 
αιμοποίησης (Zapata, 1979, Fange and Nilsson, 1985). Κατά συνέπεια, η υπερέκφραση 
των GPx1 γονιδίων, συνδέεται με την παραγωγή ROS (και ιδιαίτερα H2O2) κατά την 
αιμοποιητική διαδικασία (Ghaffari, 2008). Αντίστοιχα, τα GPx4 παράλογα παρουσίασαν 
υψηλά επίπεδα γονιδιακής έκφρασης στον εγκέφαλο. Ανάλογα αποτελέσματα 
παρατηρήθηκαν σε Danio rerio (Thisse et al., 2003). Η υψηλή σημασία των γονιδίων 
αυτών στην ανάπτυξη του εγκεφάλου αποδείχθηκε σε πειράματα αδρανοποίησης 
GPx4 γονιδίων σε μύες, οι οποίοι παρουσίασαν μικροκεφαλία (Borchert et al., 2006). 
Αξίζει να αναφερθεί ότι, σημειώθηκαν σημαντικές αποκλίσεις στα αποτελέσματα 
στην ιστο-ειδική έκφραση των γονιδίων GPx μεταξύ της παρούσας διατριβής και 
παλαιότερης μελέτης σε τόνο Thunnus maccoyii  (Thompson et al., 2010). Οι διαφορές 
αυτές αποδίδονται τόσο στη διαφορετική μεθοδολογία που χρησιμοποιήθηκε, όσο 
και στα διαφορετικά ομόλογα γονίδια που μελετήθηκαν. Επιπλέον, παρατηρήθηκε 
θετική συσχέτιση ανάμεσα στην ιστο-ειδική έκφραση των παραλόγων γονιδίων 
GPx1a και GPx1b, γεγονός που καταδεικνύει τη συνεργιστική τους δράση, η οποία 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 05:53:45 EET - 137.108.70.7
5. ΜΟΡΙΑΚΟΣ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ ΓΟΝΙΔΙΩΝ GPx
88
όμως δεν επαληθεύεται για τα GPx4 παράλογα γονίδια. Η συσχέτιση αυτή φαίνεται να 
αποδίδεται στην ειδικότητα του υποστρώματος η οποία είναι γνωστή για τα γονίδια 
GPx1, σε αντίθεση με τα GPx4. Η ομόλογη μοντελοποίηση και η ομοπαράθεση των 
τριτοταγών πρωτεϊνικών δομών κατέδειξε επιμήκεις θηλιές Ι και ΙΙ, ένθεν και ένθεν του 
ενεργού κέντρου για τις GPx1 ισομορφές, που απουσιάζουν από τις αντίστοιχες GPx4, 
κατά αντιστοιχία με τα ανθρώπινα ομόλογα γονίδια (Scheerer et al., 2007). Οι δομές 
αυτές εξηγούν μερικώς την ειδικότητα του υποστρώματος, εφόσον δεν επιτρέπουν 
την πρόσδεση μεγάλων υπεροξειδίων των λιπαρών οξέων στο ενεργό κέντρο των 
GPx1 ισοενζύμων, γεγονός που δεν είναι δυνατόν να πραγματοποιηθεί στα ισοένζυμα 
GPx4. Επιπλέον, οι δομικές αυτές διαφορές σχετίζονται με τις τεταρτοταγείς δομές των 
ενζύμων, εφόσον είναι γνωστό ότι οι ισομορφές GPx1 είναι ομοτετραμερείς, ενώ οι 
GPx4 μονομερείς (Arthur, 2000).
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Η καταπόνηση που υφίστανται τα ψάρια σε συνθήκες εκτροφής είναι σημαντικός 
παράγοντας υποβάθμισης της ευζωίας των, συνεπάγεται την ταυτόχρονη μείωση των 
ζωοτεχνικών δεικτών και έχει σημαντικές επιπτώσεις στην παραγωγή. Η υποβάθμιση 
της παραγωγής συνδέεται τόσο με την μείωση της ποσότητας, όσο και της ποιότητας 
του τελικού προϊόντος. Για το σκοπό αυτό αναπτύσσονται ολοένα και περισσότερες 
τεχνικές για την κατανόηση και την ορθή εκτίμηση των συνιστωσών της ευζωίας των 
ψαριών σε συνθήκες εντατικής εκτροφής.
Ένας σημαντικός τομέας βελτίωσης των οργανισμών που απευθύνονται στην 
εντατική υδατοεκτροφή είναι η γενετική επιλογή. Για το λόγο αυτό είναι απαραίτητη η 
γνώση του γενετικού υποβάθρου των οργανισμών. Στην τσιπούρα έχουν γίνει αρκετές 
προσπάθειες εμπλουτισμού της γονιδιακής πληροφορίας, με EST (Expressed Sequence 
Tag) βιβλιοθήκες (Louro et al., 2010), με ανίχνευση γονιδιακών τόπων ποσοτικών 
ιδιοτήτων QTL (Loukovitis et al., 2011) και αλληλούχηση νέας γενιάς (de la Serrana et 
al., 2012, Calduch-Giner et al., 2013). 
H βασική πληροφορία της δομής και της λειτουργίας των γονιδίων, θα δώσει 
τη δυνατότητα της γενετικής επιλογής συγκεκριμένων γονότυπων που προσδίδουν 
χαρακτηριστικά ανθεκτικά στο stress. Στην παρούσα διατριβή, χαρακτηρίστηκαν 
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τέσσερα ομόλογα γονίδια GPx τα οποία ανήκουν στην οικογένεια των σεληνιοπρωτεϊνών 
και συμμετέχουν ενεργά στον οξειδοαναγωγικό κύκλο του γλουταθείου. Η μελέτη 
στους διαφορετικούς ιστούς κατέδειξε το σημαντικό ρόλο των GPx1 ομολόγων στο 
σπλήνα και στο πεπτικό σύστημα και των GPx4 γονιδίων στον εγκέφαλο. Συγκεκριμένα 
το παράλογο GPx4a φαίνεται να φέρει σηματοδοτική αλληλουχία στο αμινοτελικό 
άκρο, το οποίο διαφοροποιεί τη λειτουργία του σε σχέση τόσο με το GPx4b παράλογο, 
όσο και με τα ορθόλογα γονίδια των θηλαστικών. Τα παραπάνω χρήζουν περαιτέρω 
έρευνας για να εξακριβωθεί η ακριβής λειτουργία τους στον οξειδοαναγωγικό κύκλο 
του γλουταθείου. 
Η γονιδιακή έκφραση συγκεκριμένων γονιδίων-στόχων μελετήθηκε υπό συνθήκες 
stress με την τεχνική RT-qPCR. Με τον τρόπο αυτό φάνηκε η διαφορική γονιδιακή 
έκφραση υπό συνθήκες stress τόσο βραχυπρόθεσμα, όσο και μακροπρόθεσμα. Εκτός 
από τα γονίδια που συμμετέχουν στον οξειδοαναγωγικό κύκλο GPx και GR, ιδιαίτερο 
ενδιαφέρον παρουσίασε η σημαντική μεταβολή του γονιδίου της γλυκοκινάσης 
Gk. Η γλυκοκινάση είναι μία ισομορφή των εξωκινασών και συμμετέχει σε ένα 
από τα βασικότερα στάδια της γλυκόλυσης: στη φωσφορυλίωση της γλυκόζης σε 
6-φωσφορική γλυκόζη. Είναι λοιπόν φανερό ότι η ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης, 
είναι άμεση συνάρτηση της ενεργειακής απαίτησης του οργανισμού στα πρώτα λεπτά 
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πρόκλησης οξέος stress. Τα μεταβολικά παραπροϊόντα φαίνεται να ευθύνονται για την 
ενεργοποίηση του αντιοξειδωτικού μηχανισμού του γλουταθείου. 
Είναι γνωστό ότι το stress επηρεάζει την αύξηση των οργανισμών. Οι Pickering 
et al (1991) έδειξαν ότι άτομα πέστροφας υπό συνθήκες stress παρουσίασαν μειωμένα 
επίπεδα αυξητικής ορμόνης (GH) στην αιματική κυκλοφορία.  Στην παρούσα διατριβή 
φάνηκε ότι επηρεάζεται άμεσα η λειτουργία του IGF-I γονιδίου στο ήπαρ, σε κάθε 
περίπτωση πρόκλησης stress. Ο ινσουλινόμορφος αυξητικός παράγοντας είναι μέρος 
του άξονα της αυξητικής ορμόνης GH/IGF και εκκρίνεται από το ήπαρ. Είναι φανερό 
δηλαδή ότι η φυσιολογία του stress περιλαμβάνει αναστολή των γονιδίων που 
εμπλέκονται στην αύξηση. 
Η κορτιζόλη στο αίμα έχει καθιερωθεί ως βιοχημικός δείκτης stress. Παρόλα αυτά, 
τόσο η κορτιζόλη του αίματος, όσο και ο υποδοχέας της (GcR) στο ήπαρ δεν μπορούν 
να χρησιμοποιηθούν ως δείκτες κατά τα πρώτα λεπτά της πρόκλησης οξέος stress, ενώ 
παρουσιάζουν μεταβολές με κάποια καθυστέρηση σε σχέση με το κύριο περιστατικό. 
Αντιθέτως, η λειτουργία του χρωμιόφιλου ιστού είναι αμεσότερη σε σχέση με το οξύ 
stress. Στο παρελθόν έχουν μελετηθεί και άλλες ορμόνες σε σχέση με το stress, όπως 
οι ορμόνες του θυρεοειδούς (Gaylord et al., 2001), η σωματολακτίνη (Randweaver et 
al., 1993), η προλακτίνη και η αυξητική ορμόνη (Laiz-Carrion et al., 2009). Ιδιαίτερη 
έμφαση έχει δοθεί και στους νευροδιαβιβαστές του εγκεφάλου σε σχέση με το stress 
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όπως η σεροτονίνη, η ντοπαμίνη, η νορεπινεφρίνη (Overli et al., 1999, Hoglund et al., 
2001, Karakatsouli et al., 2012).
Η παγίδευση σε απόχη, η οποία χρησιμοποιήθηκε ως μέθοδος πειραματισμού 
στην παρούσα διατριβή, θεωρείται ένας από τους συνηθέστερους τρόπους εισαγωγής 
stress σε έναν ιχθυοπληθυσμό, διότι εφαρμόζεται σε πλήθος διαχειριστικών πρακτικών 
στην εντατική εκτροφή. Εκτός όμως από την εισαγωγή stress, κατά τη διάρκεια των 
χειρισμών, είναι απαραίτητη και η προσοχή στους τραυματισμούς (αφαίρεση λεπιών, 
καταστροφή βλεννογόνου), έτσι ώστε να αποφευχθούν πιθανές μολύνσεις. Για το λόγο 
αυτό, η χρήση της απόχης τείνει να ελαττωθεί, με αντικατάστασή της από σωλήνες 
μεταφοράς ή αντλίες ψαριών.  
Η βλάβη του γενετικού υλικού σε συνθήκες φυσικού stress (ασιτία, παγίδευση, 
ιχθυοπυκνότητα κ.α.) δεν έχει μελετηθεί επαρκώς στη διεθνή βιβλιογραφία. 
Αντιθέτως, υπάρχουν πολλές αναφορές που αφορούν στην άμεση ή έμμεση θραύση 
του DNA λόγω χημικού stress (βαρέα μέταλλα, χημικοί ρυπαντές). H SCGE είναι μια 
ευρέως χρησιμοποιούμενη και κοινώς αποδεκτή μέθοδος, καθώς χρησιμοποιείται 
στο πλείστο των ερευνών που αναφέρονται στη διεθνή βιβλιογραφία, όταν η 
μηδενική υπόθεση περιλαμβάνει τον όρο γενοτοξικότητα. Παρόλα αυτά, τίθεται 
ζήτημα επαναληψιμότητας (Hartmann et al., 2003) ενώ  η στατιστική επεξεργασία 
των αποτελεσμάτων είναι αμφιλεγόμενη (Duez et al., 2003). Στην παρούσα διατριβή η 
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τεχνική SCGE χρησιμοποιήθηκε για να αποτυπώσει την επίδραση τόσο του φυσικού, 
όσο και του χημικού stress στο γονιδίωμα ατόμων τσιπούρας. Αν και στις δύο 
περιπτώσεις τα αποτελέσματα των μεταχειρίσεων διέφεραν σημαντικά σε σχέση με 
τους μάρτυρες, πρέπει να σημειωθεί ότι οι μέσοι όροι του κερματισμού του DNA, ήταν 
σαφώς υψηλότεροι στις περιπτώσεις έκθεσης σε βαρέα μέταλλα σε σχέση με αυτές του 
φυσικού stress. Σε κύτταρα θηλαστικών, είναι ήδη γνωστό ότι οι «ορμόνες του stress», 
κορτιζόλη, νορεπινεφρίνη και νοραδρεναλίνη σχετίζονται τόσο με τον κερματισμό 
όσο και με την επιδιόρθωση του DNA (Flint et al., 2007). Πρόσφατα αναφέρθηκε 
συγκεκριμένος μηχανισμός στα θηλαστικά, ο οποίος φαίνεται να συσχετίζει το χρόνιο 
stress με την καταστροφή του γενετικού υλικού (Hara et al., 2011). Τα μειωμένα επίπεδα 
της φωσφοπρωτεΐνης p53, συνδέονται με την αύξηση συγκέντρωσης της αδρεναλίνης 
και πιθανώς ευθύνονται για την καταστροφή του γενετικού υλικού. Εκτός από την 
εμπλοκή του β-αδρενεργικού υποδοχέα, στο βιοχημικό αυτό μηχανισμό φαίνεται 
να συμμετέχει και η πρωτεΐνη β-αρρεστίνη 1, η οποία ρυθμίζει τη δράση των GPCR 
υποδοχέων (G protein-coupled receptors). 
Παρόλα αυτά,  για την αντιμετώπιση των διαταραχών που υφίστανται οι υδρόβιοι 
οργανισμοί από τους προαναφερθέντες χημικούς στρεσσογόνους παράγοντες, 
διαθέτουν μηχανισμούς απομάκρυνσής τους και αναπτύσσουν μηχανισμούς 
προσαρμογής και ανθεκτικότητας, στους οποίους συμμετέχουν αρκετά μεταβολικά 
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συστήματα. Οι μηχανισμοί αυτοί περιλαμβάνουν αντιδράσεις οξειδοαναγωγής ή 
υδρόλυσης, ενσωμάτωση των μεταλλικών ιόντων σε μη τοξικές ενώσεις, απομόνωσή 
τους σε υποκυτταρικές δομές (λυσοσώματα ή εξειδικευμένα σωμάτια) και η σύνδεσή 
τους με χηλικούς παράγοντες που ευνοούν την απέκκριση. 
Στο σημείο αυτό πρέπει να αναφερθούν οι προσπάθειες προς την κατεύθυνση της 
ανάπτυξης δεικτών stress, που δεν απαιτούν θυσία ζώντος πειραματικού υλικού, αλλά 
παρακολουθούν τις μεταβολές της χημικής σύστασης του νερού. Πιο συγκεκριμένα, 
πρόκειται συνήθως για τις μεταβολές στεροειδών ορμονών, που εκκρίνονται στο νερό 
της δεξαμενής από τα ψάρια, όπως είναι για παράδειγμα η κορτιζόλη (Ellis et al., 2004, 
Fanouraki et al., 2008).
Η ευζωία των ψαριών είναι ένα πολυπαραγοντικό ζήτημα. Για το λόγο αυτό, οι 
συνιστώσες της ευζωίας δεν πρέπει να λαμβάνονται υπόψη μεμονωμένα αλλά ολιστικά. 
Για παράδειγμα, η ιχθυοπυκνότητα, η διατροφή, ο τρόπος ταΐσματος και οι διάφορες 
διαχειριστικές πρακτικές αλληλοεπιδρούν για να καθορίσουν τα επίπεδα της ευζωίας 
ενός οργανισμού. Τα παραπάνω έχουν αθροιστικό αποτέλεσμα στα επίπεδα του stress, 
στην ανοχή απέναντι στο stress, στη φυσική κατάσταση και στη συμπεριφορά ενός 
οργανισμού. 
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Η μελέτη της ευζωίας των εκτρεφόμενων ιχθύων αποτελεί ένα μεγάλο μέρος 
της συνολικής ερευνητικής προσπάθειας στον τομέα των υδατοκαλλιεργειών. Η 
ευζωία, όπως προαναφέρθηκε, σχετίζεται με ένα σύνολο αλλοστατικών λειτουργιών, 
που περιλαμβάνει φυσιολογικές, νοητικές, προσαρμοστικές και αντιδράσεις 
συμπεριφοράς σε στρεσσογόνους παράγοντες. Συνεπώς, οι μεταβολές αυτές σε σχέση 
με το stress είναι δύσκολο να αποτυπωθούν λόγω της ενεργοποίησης πολλών γονιδίων 
και σηματοδοτικών μονοπατιών. Σε κάθε περίπτωση η πλειοψηφία της γενομικής 
πληροφορίας περιορίζεται σε συγκεκριμένες φυσιολογικές λειτουργίες, προδίδοντας 
μερική εικόνα σχετικά με την ευζωία των ψαριών. 
Στις μέρες μας είναι φανερό το χάσμα ανάμεσα στις πληροφορίες που διαθέτουμε 
για τα ψάρια-μοντέλα της μοριακής βιολογίας, όπως το zebrafish και το takifugu και 
στις αντίστοιχες πληροφορίες σχετικά με τα παραγωγικά ψάρια, όπως η τσιπούρα 
και το λαβράκι. Αν και τα ψάρια χρησιμοποιούνται ολοένα και περισσότερο στη 
βασική βιολογική έρευνα σε σχέση με τα θηλαστικά, λόγω των πλεονεκτημάτων που 
διαθέτουν, φαίνεται ότι υπάρχουν σημαντικές διαφορές, σε σχέση με to stress, μεταξύ 
των ειδών. Η ανάπτυξη νέων τεχνολογιών στη μοριακή βιολογία με την ταυτόχρονη 
μείωση του κόστους των εφαρμογών θα επιτρέψει στο μέλλον την πραγματοποίηση 
ερευνών μεγάλης κλίμακας (genome scale, transcriptome scale, κ.α.) για κάθε είδος 
με εμπορικό ενδιαφέρον. Η ανάπτυξη αυτών των τεχνολογιών θα επιτρέψει τη μελέτη 
γονιδίων με πλειοτροπική δράση. 
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Ιδιαίτερα απαιτητική είναι η ανάλυση γονιδιακών ρυθμιστικών δικτύων σε ψάρια 
κάτω απο συνθήκες stress. Η δυνατότητα αυτή παρέχεται σήμερα λόγω της αυξησης 
της διαθέσιμης πληροφορίας από ψάρια όπως το zebrafish, η πέστροφα, ο σολομός 
και η τιλάπια. Παρόλα αυτά το εύρος των ειδών που έχει μελετηθεί είναι μικρό σε 
σχέση με τα εμπορικά είδη. Επιπλέον, πολλά γονίδια σχετιζόμενα με το stress δεν έχουν 
συσχετιστεί μεταξύ τους ως προς τη λειτουργία τους και την αλληλεπίδρασή τους. Κατά 
συνέπεια, δεν έχουν τοποθετηθεί ορθά στο ρυθμιστικό δίκτυο που ανήκουν. Μία άλλη 
δυσκολία στη μελέτες σχετικά με το stress είναι ότι συνήθως μελετούνται μεμονωμένοι 
παράγοντες. Αντιθέτως, είναι πολύ πιθανό σε συνθήκες εκτροφής τα ψάρια να 
βρίσκονται υπό την επίδραση περισσότερων από ένα παραγόντων ή και διαδοχικών 
γεγονότων εισαγωγής stress. Με τη λογική αυτή είναι δύσκολο να αποτυπωθούν 
πλήρως οι μοριακοί μηχανισμοί που εμπλέκονται. 
Πέρα από το γενετικό παράγοντα, τη λειτουργία των γονιδίων υπάρχουν και οι 
επιγενετικές μεταβολές. Στα θηλαστικά, έχουν μελετηθεί επιγενετικές μεταβολές στο 
γονιδίωμα που σχετίζονται με το stress. Οι μεταβολές αυτές αν και αναστρέψιμες φαίνεται 
να είναι κληρονομήσιμες και στις επόμενες γενιές. Στο μέλλον ίσως χρησιμοποιηθεί η 
μεθυλίωση του DNA ως δείκτης stress. 
Τέλος, η μελέτη της λειτουργίας των γονιδίων, παράλληλα με τη μελέτη της 
φυσιολογίας και της συμπεριφοράς, θα εμπλουτίσουν τη γνώση σχετικά με την ευζωία 
των ψαριών. Με αυτόν τον τρόπο, ο τομέας των υδατοκαλλιεργειών θα γίνει στο μέλλον 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 05:53:45 EET - 137.108.70.7
7. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ
97
πιο ανταγωνιστικός και θα παράγει προϊόντα που θα καλύπτουν τις καταναλωτικές 
ανάγκες. 
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The continued growth of the aquaculture industry worldwide, gave rise to the 
scientific discussion over research into the welfare of cultured fish. The definition 
and the assessment of fish welfare are reasons for debate. Fish husbandry systems 
inevitably affect behavioral and physiological functions of fish. The aim of the present 
work was to investigate potential fish stress biomarkers. In this sense, different physical 
and chemical stressors were applied to farmed fish and their response was evaluated 
by means of DNA fragmentation, gene expression of targeted genes and cortisol 
quantification, which is considered as the stress hormone. Gilthead seabream Sparus 
aurata was chosen as the most economically important species of the aquaculture 
industry in the Mediterranean basin. Genes chosen for quantification were insulin-
like growth factors IGF-I and IGF-II, glucocorticoid receptor GcR, glucokinase GK, 
metallothionein MT, glutathione reductase GR, glutathione peroxidases GPx1a, GPX1b, 
GPX4a and GPX4b. Eventually, since the information on GPx genes of seabream was 
scarce, all four homologues were cloned and characterized de novo. 
Fish experimental groups were exposed to stress factors such as fasting and 
confinement. IGF-I and GcR were differentially expressed during fasting period 
compared to the control. Furthermore, IGF-I and GK genes were differentially expressed 
during confinement, while GR and GcR were up-regulated in fish post-exposed to the 
stressor. Relative expression analysis in fish liver demonstrated that GPx1 genes were 
not regulated by dietary restriction; GPx4b was differentially expressed opposed to 
regularly fed fish. On the other hand, both GPx1 and GPx4 genes were up-regulated 
in fish post exposed to confinement, considered as a response to acute stress. Cortisol 
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ABSTRACT
values were elevated, in response to acute stress, at 1 and 24h after handling. On 
the other hand, fasting marginally affected plasma cortisol, during the experimental 
period. DNA fragmentation reached maximum levels during confinement and was 
substantially reduced during recovery period.
In contrast to physical stress, where an external stimulus provoke chain reactions 
in physiological functions, chemical stressors, such as heavy metals, act directly in the 
cells. In terms of gene expression, liver transcriptional profile was moderately altered. 
GR, Gk, GcR and IGF-I were suppressed and MT was up-regulated, during exposure 
to waterborne copper and zinc. DNA damage in the liver was mainly associated with 
heavy metal dosage rather than period of exposure (24 and 96h). Finally, zinc induced 
plasma cortisol in all treatments while copper only for the higher dosage and for the 
longest period of exposure.
Glutathione peroxidase (GPx) is an important family of enzymes that protects 
organisms from oxidative stress. Four full-length GPx cDNAs were cloned and 
characterized by rapid amplification of cDNA ends polymerase chain reaction (RACE 
- PCR) from the liver of gilthead sea bream. Structural and functional annotations 
were performed for all paralogs, which suggested possible differences in function and 
subcellular localization. The phylogenetic analysis, based on the amino acid sequences, 
revealed four groups corresponding to teleostean GPx1a, GPx1b, GPx4a, GPx4b and 
three groups for mammalian GPx1, GPx2 and GPx4. The tree topology indicated past 
duplication events for fish genes, unlike their mammalian homologs. Transcriptional 
analysis in ten tissues by reverse transcription quantitative polymerase chain reaction 
(RT-qPCR) evidenced a tissue-specific pattern for each GPx homolog.
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ABSTRACT
Studies on the molecular level of stress response in fish produce valuable data on 
the molecular mechanisms implicated in fish welfare. Ongoing research should lead to 
considerable new knowledge, among which is the identification of stress indicators 
with predictive and diagnostic usefulness. 
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εκκινητή Αλληλουχία (5΄-3΄) Χρήση
T (oC)  
υβριδο-
ποιήσης
KC201353 GPx1bRACEF CTCCCGTTCCCAAGCGACGAGCCATCC 3΄RACE 70
GPx1bRACER ACTCCGTCCGGCCCGATGAGGAACTTCT 5΄RACE 72
KC489086 GPx4a2RACEF AGGCTATGGCTGCTCCGACA 3΄RACE 66
GPx4a2RACER AGCGGCAAACTGCTTGATCTGA 5΄RACE 63
KC201354 GPx4bRACEF GCCATGCACGCCTCCTATGCTGAG 3΄RACE 68
GPx4bRACER CACAGAGGGTGGGCATTGTCTCCATTCA 5΄RACE 69
KC201252














































* Από Carnevali et al. (2005)
Πίνακας 3: Οι εκκινητές που χρησιμοποιηθηκαν στην παρούσα διατριβή με τον αντίστοιχο αριθμό 
πρόσβασης στη βάση δεδομένων GenBank, τη χρήση τους και τη θερμοκρασία υβριδοποίησης
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ
AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCA CTG GCC GTC GTT TTA CAA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT GAC CGG CAG CAA AAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG
Comments for pCR®II-TOPO®
3973 nucleotides
LacZα gene:  bases 1-589
M13 Reverse priming site: bases 205-221
Sp6 promoter:  bases 239-256
Multiple Cloning Site:  bases 269-383
T7 promoter:  bases 406-425
M13 (-20) Forward priming site: bases 433-448
f1 origin:  bases 590-1027
Kanamycin resistance ORF:  bases 1361-2155
Ampicillin resistance ORF:  bases 2173-3033


















M13 Reverse Primer Sp6 Promoter
T7 Promoter M13 (-20) Forward Primer
Nsi I Hind III Kpn I Sac I Spe IBamH  I
BstX I Not I Xho I Nsi I Xba I Apa I
BstX I EcoR I EcoR I EcoR V
lacZα ATG
CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TAT TTA GGT GAC ACT ATA GAA
GTC CTT TGT CGA TAC TGG TAC TAA TGC GGT TCG ATA AAT CCA CTG TGA TAT CTT
TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA GTA ACG GCC
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG
CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG CCC TAT
GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC GGG ATA
PCR ProductGCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTT AAG GGC GAA TTC TGC AGA TATCGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG GAA               TTC CCG CTT AAG ACG TCT ATA
Σχήμα 28: Χάρτης του πλασμιδίου pCR©II-TOPO που χρησιμοποιηθηκε στα πειράματα κλωνοποιήσης 
των GPX γονιδίων
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M A G N V K R F Y A L T A N L L S G E M F S F S
A L K G K V V L I E N V A S L G T T T R D Y
T Q M N E L H S R Y S D K G L V I L G V P C N
Q F G H Q E N C K N D E I L Q S L K Y V R P G N
G F E P K I Q L L E K V D V N G K D A H P L F
V Y L K E K L P F P S D D A M A L M T D P K S
I I W S P V R R D D V S W N F E K F L V G P D G
E P Y K R Y S R C F L T I D I E A D I K E L L


























>KC201352 Sparus aurata glutathione peroxidase 1a mRNA, complete cds
Σχήμα 29: Η αλληλουχία του GPx1a παραλόγου γονιδίου της τσιπούρας, με το ανοιχτό πλαίσιο 
ανάγνωσης και την αμινοξική μετάφραση. Σε τετράγωνο σημειώνοται τα αμινοξέα του ενεργού κέντρου 
(U, Q, W, N) και δύο αμινοξέα Αργινίνης (R) που συμμετέχουν στην πρόσδεση του υποστρώματος. Το 
στοιχείο SECIS είναι υπογραμμισμένο. 
KC201352 Sparus aur ta glutathion  peroxidase 1a mRNA, complete cds
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M A K F Y D L T A K L L T G E T F K F S
S L Q G K V V L I E N V A S L G T T T R D Y
T Q M N E L H E R Y A G K G L V I L G V P C N Q
F G H Q E N C K N D E I L M S L K Y I R P G N
G F E P K F Q L L E K V D V N G K D A H P M F
V F L R E K L P F P S D E P S A L M T D P K L I
I W S P V C R N D V A W N F E K F L I G P D G
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Σχήμα 30: Η αλληλουχία του GPx1b παραλόγου γονιδίου της τσιπούρας, με το ανοιχτό πλαίσιο 
ανάγνωσης και την αμινοξική μετάφραση. Σε τετράγωνο σημειώνοται τα αμινοξέα του ενεργού κέντρου 
(U, Q, W, N) και δύο αμινοξέα Αργινίνης (R) που συμμετέχουν στην πρόσδεση του υποστρώματος. Το 
στοιχείο SECIS είναι υπογραμμισμένο. 
>KC201353 Sparus aurata glutathione peroxidase 1b mRNA, complete cds
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>KC489086 Sparus aurata glutathione peroxidase 4a mRNA, complete cds
Σχήμα 31: Η αλληλουχία του GPx4a παραλόγου γονιδίου της τσιπούρας, με το ανοιχτό πλαίσιο 
ανάγνωσης και την αμινοξική μετάφραση. Σε τετράγωνο σημειώνοται τα αμινοξέα του ενεργού κέντρου 
(U, Q, W, N), ενώ το στοιχείο SECIS είναι υπογραμμισμένο. 
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>KC201354 Sparus aurata glutathione peroxidase 4b mRNA, complete cds
Σχήμα 32: Η αλληλουχία του GPx4b παραλόγου γονιδίου της τσιπούρας, με το ανοιχτό πλαίσιο 
ανάγνωσης και την αμινοξική μετάφραση. Σε τετράγωνο σημειώνοται τα αμινοξέα του ενεργού κέντρου 
(U, Q, W, N), ενώ το στοιχείο SECIS είναι υπογραμμισμένο. 
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2-Προπανόλη Isopropanol J.T. BAKER
DMSO Dimethyl Sulfoxide Scharlau
HBSS Hank’s Balanced Salt Solution Biochrom
PBS Phosphate buffered saline Biochrom








Αγαρόζη Agarose Electrophoresis Grade Invitrogen
Αγαρόζη Agarose Ultrapure Invitrogen
Αγαρόζη χαμηλού σημείου 
τήξης Agarose Low Melt Applichem
Αιθανόλη Ethanol Absolute Carlo Erra
Αιθανόλη Ethanol Molecular Biology Grade Applichem
Αιθυλενοδιαμινοτετραοξι-κό 
οξύ EDTA Scharlau
Βορικό οξύ Boric Acid Applichem
Βρωμιούχο αιθίδιο Ethidium Bromide Applichem
Γλυκερόλη Glycerol Molecular Biology Grade Applichem
Διαιθυλπυροκαρβονικός 
εστέρας DEPC Sigma
Εκχύλισμα ζύμης Yeast Extract Applichem
Θειική Καναμυκίνη Kanamycin sulfate GIBCO
Θρεπτικό μέσο SOC Medium Invitrogen
Θρεπτικό υλικό Leibovitz L-15 GIBCO
Καυστικό νάτριο Sodium hydroxide Scharlau
Κυανό της βρωμοφαινόλης Bromophenol blue Applichem
Πίνακας 4: Χημικά αναλώσιμα που χρησιμοποιηθηκαν με τις κοινές τους ονομασίες και τις 
προμηθεύτριες εταιρίες.
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Κυανό του ξυλενίου Xylene Cyanol FF Sigma-Aldrich
Οξικό οξύ Acetic acid Scharlau
Ορός εμβρύου βοδιού Bovine Calf Serum GIBCO
Πενικιλλίνη-Στρεπτομυκίνη PenStrep GIBCO
Τρυπτόνη Trypton Applichem
Υδροχλωρικό οξύ Hydrochloric acid Scharlau
Φαινόλη Phenol Scharlau
Χλωριούχο κάλιο Potassium Chloride Scharlau
Χλωριούχο νάτριο Sodium Chloride Scharlau
Χλωροφόρμιο Chloroform Sigma
Χρωστική DNA Sybr Green I 10000X Invitrogen
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Διάλυμα (ποσότητα) Σύσταση (ποσότητα) Διαδικασία
Νερό ελεύθερο 
ριβονουκλεασών
Η2Ο δις αποστειρωμένο 
(1L) 
DEPC (100μL)
Ανάδευση και επώαση σε 





κυανό της βρωμοφαινόλης  
(25mg)
κυανό του ξυλενίου (25mg)
γλυκερόλη (3mL)
Συμπλήρωση με δις 
απεσταγμένο H2O ως 10mL







H τρυπτόνη, το εκχύλισμα 
ζύμης και το χλωριούχο 
νάτριο διαλύονται σε 950mL 
Η 2Ο. Ρυθμίζεται το pH 7.0 
με NaOH. Συμπληρώνεται 
Η2Ο ως 1L. Αποστείρωση. 
Ψύξη ως 55οC και προσθήκη 
καναμυκίνης. Αποθήκευση 
στους 4οC ως 1 μήνα
LB άγαρ
Θρεπτικό μέσο LB (1X)
άγαρ (15g)
Η παρασκευή εκτελείται 
ως ανωτέρω (θρεπτικό 
μέσο LB 1Χ) και πριν την 
αποστείρωση προστίθεται 
άγαρ. Αποστείρωση. 
Ψύξη ως 55οC και προσθήκη 
καναμυκίνης (50μg/mL).
Έκχυση σε τριβλία petri.














Βάση Tris (2,5Μ) 
Triton – X 100 (1% )
DMSO (10%)
απεσταγμένο Η2Ο








pH>12  με προσθήκη 
NaOHχρήση στους 4οC
Πίνακας 5: Συνταγές παρασκευής διαλυμάτων που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα διατριβή.
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Ανάδευση και ρύθμιση pH=7 
με ΗCl
(συνέχεια)
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κύτταρα E. coli Electrocompetent cells TOP10 Invitrogen
Δεκτικά κύτταρα Ε.coli Chemically competent cells TOP10 Invitrogen
Πλασμίδιο pcR II dual promoter TOPO TA cloning Invitrogen
Σύστημα RACE GeneRacer Kit Superscript III module Invitrogen
Εξαγωγή πλασμιδίων Nucleospin Plasmid Macherey-Nagel
Εξαγωγή RNA TRIzol Reagent Invitrogen
Καθαρισμός από gel 
αγαρόζης Nucleospin Gel and PCR cleanup Macherey-Nagel
Πολυμεράση KAPA Taq DNA polymerase KAPA Biosystems
Σύστημα πολυμεράσης 
για qPCR




SuperScript III First-Strand 
Synthesis SuperMix for qRT-PCR Invitrogen
Σύστημα πολυμεράσης 
για qPCR
SybrGreener qPCR Supermix 
Universal Invitrogen
Πολυμεράση Taq DNA polymerase Invitrogen
Μάρτυρας DNA DNA ladder 100bp Nippon Genetics
Εκκινητές PRIMERS VBC Biotech
Εκκινητές PRIMERS Invitrogen
Δεσοξυριβονουκλεάση DNAse I Amplification Grade Invitrogen
Περιοριστικό ένζυμο EcoRI Restriction Enzyme New England Biolabs
Συντηρητικό δειγμάτων 
RNA RNA later Ambion
Πίνακας 6: Αναλώσιμα μοριακής βιολογίας που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα διατριβή.
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Glutathione peroxidase (GPx; EC 1.11.1.9) is an important family of enzymes that protects organisms from
oxidative damage. Four full-length GPx cDNAs were cloned and characterized by rapid ampliﬁcation of cDNA
ends polymerase chain reaction (RACE-PCR) from the liver of gilthead sea bream (Sparus aurata), an economical-
ly important species forMediterranean aquaculture. Structural and functional annotationswere performed for all
paralogs,which suggested possible differences in function and subcellular localization. The phylogenetic analysis,
based on the amino acid sequences, revealed four groups corresponding to teleostean GPx1a, GPx1b, GPx4a, and
GPx4b and three groups for mammalian GPx1, GPx2 and GPx4. The tree topology indicated past duplication
events for ﬁsh genes, unlike their mammalian homologs. Transcriptional analysis in ten tissues by reverse tran-
scription quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) evidenced a tissue-speciﬁc pattern for each GPx
homolog. Fish experimental groups were exposed to stress factors such as fasting and conﬁnement. Relative
expression analysis in ﬁsh liver demonstrated that GPx1 genes were not regulated by dietary restriction;
GPx4b was differentially expressed opposed to regularly fed ﬁsh. On the other hand, both GPx1 and GPx4
genes were up-regulated in ﬁsh post exposed to conﬁnement, considered as a response to acute stress. The re-
sults underline the role of GPx genes as indicators of stress andwelfare status in gilthead sea bream aquaculture.
© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction
Reactive oxygen species (ROS) are chemically active compounds
containing oxygen and occur naturally as by-products of metabolism.
Oxidative stress is caused by a disequilibrium between the production
of ROS and the ability of a cell, a tissue or an organism to detoxify ROS
and repair the resultant damage. Glutathione peroxidases (GPx; EC
1.11.1.9) utilize glutathione (GSH) as a cofactor and reduce peroxides,
such as hydrogen peroxide or organic hydroperoxides. These are
reduced to water and alcohols, in the presence of GSH, which acts as
electron donor and is simultaneously oxidized to glutathione disulﬁde
(GSSG). GSSG is converted back to GSH in the presence of NADPH by
glutathione reductase. GPx genes have been characterized in various
forms of life including bacteria, fungi, plants and animals (Missall
et al., 2005; Navrot et al., 2006; Mariotti et al., 2012).
GPx isoforms in mammalian cells differ in their cellular expression
and substrate speciﬁcity (Flohe and Brigelius-Flohe, 2012). GPx en-
zymes are characterized by the presence of a selenocysteine active
site, which is actually a selenol encoded by an opal (UGA) codon. GPx
transcripts bear a selenocysteine insertion sequence (SECIS) element,
which occurs in the 3′UTR of the mRNA molecule. Naturally occurring
GPx isozymes, which incorporate cysteine instead of selenocysteine,
have been described in mammals (Ghyselinck et al., 1991). On the
other hand, when selenium-dependent GPxmutants where engineered
such selenocysteine to cysteine substitution reduced dramatically
enzyme activity (Maiorino et al., 1995).
GPx1 and GPx4 genes have been recently characterized in ﬁsh,
including commercially important species, such as silver carp
(Hypophthalmichthys molitrix), bighead carp (Aristichthys nobilis) and
grass carp (Ctenopharyngodon idellus) (Li et al., 2008), southern blueﬁn
tuna (Thunnus maccoyii) (Thompson et al., 2010), Paciﬁc blueﬁn
tuna (Thunnus orientalis) (Yamashita et al., 2012) and rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) (Pacitti et al., 2013). Cloning of GPx1 in yellow-
tail kingﬁsh (Seriola lalandi) (Bain and Schuller, 2012b) was carried out
in order to study antioxidant gene expression induction by tert-butyl
hydroquinone (TBHQ) in cultured cells. TBHQ is a known phenolic me-
tabolite of a ﬁsh feed preservative. Down-regulation of GPx4a in coho
salmon (Oncorhynchus kisutch) olfactory system was associated with
cadmium (Cd) exposure in vivo (Wang et al., 2012).
Oxidative stress during food deprivation has been extensively stud-
ied in mammals (Robinson et al., 1997; Gomi and Matsuo, 1998; Lee
et al., 2006; Sorensen et al., 2006; Tucci et al., 2010). Unlike mammals,
ﬁsh may survive longer periods of food restriction. Thus, growth
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compensation and proximate composition are well studied in food
deprived ﬁsh (for review see Ali et al., 2003). On the other hand, little
is known in respect to oxidative stress induction (Pascual et al., 2003;
Bayir et al., 2011). For example, growth reduction in food deprived
salmon was associated with down-regulation of genes involved in
oxidative stress response, such as catalase (CAT) and hemopexin
(HPX) (Skugor et al., 2011).
While extensive studies on enzyme activity of GPx have been carried
out in respect to acute stress in ﬁsh, studies on gene expression of GPx
homologs are scarce. Castro et al. (2012) demonstrated that GPx en-
zyme activity was increased in response to heat shock in ﬁsh fed with
a diet containing 55%protein and decreased inﬁsh fedwith 45% protein.
GPx enzyme activity was shown elevated in response to heat shock in
goldﬁsh (Bagnyukova et al., 2007). Calduch-Giner et al. (2010) recog-
nized a set of genes implicated in intracellular trafﬁcking and scaveng-
ing of ROS, which was up-regulated in gilthead sea bream following
conﬁnement exposure. These genes play a cytoprotective role against
oxidative insults, promoting the synthesis of cysteine and reducing
NADPH equivalents. Thus, the repertoire of genes involved in glutathi-
one synthesis and recycling was highlighted. However, transcriptional
orientation and activation of either GPx1 or GPx4 paralogous genes
(a and b forms) are considered, in some cases, as entities whenever
their antioxidant functionality is studied (e.g. Thompson et al.,
2010).
Therefore, the present study was focused on four full-length GPx
cDNAs (GPx1a, GPx1b, GPx4a and GPx4b), which were isolated from
the liver of gilthead sea bream (Sparus aurata) and compared with
other known homologs available in public databases. Moreover, tissue
speciﬁc expression of these four homologs was studied. Also, a null hy-
pothesis was posed whether period of fasting, or time of conﬁnement
affects GPx gene expression patterns. Liver was chosen as being the
major organ of enzymatic transformation of ROS (Schwabe and
Brenner, 2006). Both these treatments (fasting and conﬁnement) are
considered to be quite important stress factors during intensive rearing
of ﬁsh. Handling stress is introduced in several cases, as netting is a
common practice in aquaculture enterprises e.g. grading, vaccination
etc., while on the other hand, food restriction is experimentally applied
for evaluation of growth compensation phenomena.
2. Material and methods
2.1. Fish rearing and sampling
Two hundred ﬁfty gilthead sea bream (Sparus aurata) specimens
were transferred from a commercial farm (Dias SA, Fthiotida, Greece)
and randomly allocated, equally, into six polyester tanks of 500 L each,
connected with a re-circulating system. Rearing conditions followed
previously described protocols (Papoutsoglou et al., 1999) with minor
modiﬁcations. Fish groups, sorted evenly in all tanks, were hand-fed
twice a day (09:00 and 14:00 h) with 4.5 mm extruded pellets accord-
ing to the provided feeding regime (1.8% w/w) of the manufacturer
(Biomar, Volos, Greece). At the day of the experiment initialization,
ﬁsh had an overall average initial mass of 63.5 ± 4.4 g and an average
standard length of 13.9 ± 0.3 cm. The experimental design included a
ﬁsh starving group, a group implemented to conﬁnement and a control
group, along with their corresponding duplicates.
Fish exposed to conﬁnement were trapped in a net inside the tank.
Fish were sampled at 1, 3 and 5 min of conﬁnement. Additional speci-
mens were subjected to netting for 5 min and were released back to
the tank in order to recover from stress and were re-sampled after 1
and 24 h (post exposure). Fish exposed to fasting remained unfed for
42 days and were sampled after 7, 14, 21 and 42 days of starvation ini-
tiation. For all treatments, feedingwas denied for 24 h before sampling.
Sampling occurred throughout the experiments between 8:00 and
10:00 h to avoid ﬂuctuations on daily rhythms of antioxidant enzymes'
expression.
Brieﬂy, six ﬁsh from each experimental group and per time point
were stunned (Directive, 2010/63/EU) and liver was extracted; in total
60 ﬁsh specimens were sampled during the 3 months' experimental
period. Additionally, three ﬁsh were obtained for tissue speciﬁc gene
expression (liver, brain, muscle, kidney, head kidney, heart, spleen,
gills, stomach and mid-intestine).
Samples, immediately after stunning, were submerged in RNAlater
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) and stored in−20 °C until fur-
ther processing. RNAwas extracted from all tissues with TRIzol Reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), according to the standard protocol as
described by the supplier. Quantity and quality of the extracted RNA
were measured using the NanoDrop ND-1000 spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientiﬁc Inc., DE, USA) and gel electrophoresis, respec-
tively. Finally, total RNA was treated with DNase I ampliﬁcation grade
(Invitrogen), in order to eliminate genomic DNA contamination.
2.2. cDNA isolation and subcloning
Zebraﬁsh GPx1a (BC083461), GPx1b (BC081388), GPx4a (EU090067)
and GPx4b (EU665237) were found in the NCBI database. Blast search
(“somewhat similar sequences”) of the EST database (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/nucest/) at NCBI, using these zebraﬁsh sequences, identiﬁed
multiple sea bream ESTs of potential GPx homologs. To obtain the sea
bream full-length GPxs, ESTs were aligned, speciﬁc primers were de-
signed and used for 3′ and 5′ RNA ligase mediated rapid ampliﬁcation
of cDNA ends PCR (RLM-RACE) (GeneRacer, Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA). Primer sequences, annealing temperatures and primer regions
are listed in Table 1. PCRwas performedwith KAPA Taq DNA Polymerase
(KAPA Biosystems, Cape Town, South Africa) in an MJ Research PTC-200
thermal cycler. The PCR products were gel puriﬁed, ligated in a
pcR®II-TOPO® vector, transformed in TOP10 chemically competent
cells (Invitrogen) and sequenced with the M13 forward and reverse
primers (DBS, Durham, UK).
2.3. Nucleotide analysis and phylogenetic reconstruction
The sequences obtained using 3′ and 5′ RACE-PCR were assembled
by their overlapping sequences into full length cDNAs. SECISearch 2.19
program (http://genome.unl.edu/SECISearch.html)was used to identify
the SECIS secondary structures (Kryukov et al., 2003). Amino acid
sequences, active sites, other annotations and pairwise identities (%)
were predicted using Geneious 4.8.5 software (Biomatters Ltd, Auck-
land, New Zealand). Sea bream GPx alignments were constructed
using the ClustalW algorithm (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/
clustalw2) (Andersen et al., 2004). Homologous sequences in public
databases were obtained with the aid of blastn, blastp and tblastn algo-
rithms at NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). SignalP 4.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) (Petersen et al., 2011) and
TargetP 1.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP) (Emanuelsson
et al., 2007) were used to predict signal peptides and subcellular locali-
zation of the GPx enzymes.
For phylogenetic analysis of amino acid sequences, sea bream GPx
enzymes were used along with 31 isozymes of mammalian and teleos-
tean GPxs. Amino acid sequences were aligned with the ClustalW algo-
rithm and a dendrogram was created by the neighbor-joining method
using the software MEGA 5.10 (http://www.megasoftware.net)
(Tamura et al., 2011). Jones–Taylor–Thornton matrix (Jones et al.,
1992) served as the substitution model for amino acids, gaps/missing
data were pairwise deleted and the phylogeny test was replicated
10,000 times.
2.4. Gene expression analysis
cDNA was generated from 1 μg of total RNA using SuperScript® III
First-Strand Synthesis Supermix (Invitrogen) up to a ﬁnal volume of
20 μL. The generated cDNA was incubated for 20 min at 37 °C with
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E. coli RNAse H, and diluted up to a ﬁnal volume of 200 μL. qPCR reac-
tions were performed in triplicates containing 5 μL of cDNA, 2 μM of
each primer and 12.5 μL of SybrGreener® qPCR Supermix Universal
(Invitrogen) up to a ﬁnal volume of 25 μL. qPCR conditions consisted
of an Uracil DNA Glucosylase (UDG) incubation of 50 °C for 2 min and
an initial denaturation step of 95 °C for 10 min, followed by 40 cycles
of 95 °C for 15 s and annealing temperature for 45 s. Reactions were
carried out in a Chromo4 Real-time PCR cycler (BioRad, Hercules, CA,
USA). After a ﬁnal elongation step at 72 °C for 5 min melting curve
analysis and gel electrophoresis (agarose 1%) were performed. Prod-
ucts demonstrated single sharp peaks, uniform melting tempera-
tures and expected lengths in agarose electrophoresis. No template
and no RT reactions were used as negative controls. Quantiﬁcation
cycles (Cq) were calculated using the Opticon Monitor 3 software
(BioRad).
For tissue speciﬁc expression analysis, recombinant DNA (recDNA)
templates derived from RACE-PCR were used as standards for absolute
quantiﬁcation (Pfafﬂ and Hageleit, 2001). For the conﬁnement and
fasting experimental protocols, Relative Expression Software Tool
(REST 2009) (Pfafﬂ et al., 2002) was employed for the analysis; elonga-
tion factor-1α (EF1α), glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) and β-actin (ACTβ) were tested as potential reference genes.
Ultimately, β-actin was the most constantly expressed gene among
groups as provided by the Normﬁnder algorithm (Andersen et al.,
2004), and served as reference gene.
3. Results
3.1. Characterization of GPx genes and amino acid sequence identiﬁcation
The complete coding sequences for GPx1 and GPx4 homologs were
not available in public databases for the gilthead sea bream; in fact,
only a partial sequence of GPx1 was deposited under the GenBank:
DQ524992. Considering this lack of information, the present study
aimed at obtaining the ORFs for these peroxidases. Across the four
cDNAs sequenced, only GPx1a had a form-1 SECIS element, while the
other three exhibited a form-2 SECIS element, according to the distinc-
tion of Grundener-Culemann et al. (1998). Furthermore, the GPx signa-
ture sequence motif 2, and the active site motif, were highly conserved
(Fig. 1). Analysiswith SignalP and TargetP software proposedGPx1a as a
mitochondrial enzyme and identiﬁed GPx4a as a secretory one
(Table 2). It appears that 18 amino acids at the N-terminus constitute
the signal peptide, which orients the enzyme towards secretion. The
GPx4b isoform is missing an N-terminal region compared to the
zebraﬁsh isoform.
The full-length GPx sequences (GPx1a, GPx1b, GPx4a and GPx4b)
were deposited in GenBank database under accession numbers
KC201352, KC201353, KC489086 and KC201354, respectively.
3.2. Phylogeny
Two independent clades are illustrated in Fig. 2, one for GPx1/GPx2
and one for GPx4. The GPx1/GPx2 clade includes four isoform groups:
the teleostean GPx1a and GPx1b and the mammalian GPx1 and GPx2.
Sea bream GPx1 and GPx4 genes were clustered in four groups, within
the lineage of teleosts, while the mammalian GPx1, GPx2 and GPx4
were grouped into three corresponding branches. Sea bream GPx1a
andGPx1bwere combinedwith their teleostean homologs and resulted
in two distinct group formations. In the GPx4 clade of the phylogenetic
reconstruction, two groups of teleostean GPx4 (including sea bream
GPx4a and GPx4b) were clustered with mammalian GPx4, with signiﬁ-
cant bootstrap value.
In between sea bream GPx1 isozymes, conserved amino acid resi-
dues were recorded N80% of sequence identity, while GPx4 ones were
at 78%. Sea bream GPx1a shared the highest identity with pufferﬁsh
(Takifugu obscurus) GPx1 (86%). Sea bream GPx1a shared an identity
of 68%–70%withmammalian GPx1 genes and 65%–66%withmammali-
an GPx2. The phylogeny indicated evolutionary conservation of GPx1b
among ﬁsh species, exhibiting the highest identity with the yellowtail
amberjack (Seriola lalandi) GPx1 (89%). Sea bream GPx1b shared an
identity of 69%–72% with mammalian GPx1 genes and 65% with GPx2.
A similar grouping pattern was revealed for GPx4 homologs; higher
bootstrap values were recorded than GPx1 genes. Sea bream GPx4a
shared the highest identity with southern blueﬁn tuna (Thunnus
maccoyii) PHGPx (91%). Amino acid sequence identities between sea
bream GPx4a and mammalian GPx4 ranged from 63% to 68%. Sea
breamGPx4b had 84% identitywith the zebraﬁsh (Danio rerio) ortholog
and 69%–74% with mammalian GPx4 homologs.
3.3. Tissue speciﬁc GPx gene expression
Expression of the gilthead sea bream GPx genes was investigated in
the brain, head kidney, gills, heart, kidney, liver, spleen, muscle, stom-
ach andmid-intestine using RT-qPCR. The results (Fig. 3) were obtained
by interpolating the quantiﬁcation cycles (Cq) for themRNA copies on a
standard curve constructed from serial dilutions of the recDNAs. All
Table 1
Primers used for RACE and RT-qPCR.
GenBank accession no. Primer name Priming sequences (5′–3′) Usage Nucleotide position T (°C) annealing
KC201353 GPx1bRACEF CTCCCGTTCCCAAGCGACGAGCCATCC 3′RLM-RACE 438–464 70
GPx1bRACER ACTCCGTCCGGCCCGATGAGGAACTTCT 5′RLM-RACE 535–562 72
KC489086 GPx4a2RACEF AGGCTATGGCTGCTCCGACA 3′RLM-RACE 129–148 66
GPx4a2RACER AGCGGCAAACTGCTTGATCTGA 5′RLM-RACE 394–415 63
KC201354 GPx4bRACEF GCCATGCACGCCTCCTATGCTGAG 3′RLM-RACE 213–236 68
GPx4bRACER CACAGAGGGTGGGCATTGTCTCCATTCA 5′RLM-RACE 364–391 69
KC201252 GPx1aF TGGAGAAGGTGGATGTGAATG RLM-RACE and RT-qPCR 377–397 61
GPx1aR GCCATCAGGACCAACAAGG 543–561
KC201353 GPx1bF GCGTTACAGCAGGAGGTT RT-qPCR 572–589 60
GPx1bR TGAGCACATCTGGTCATTCA 681–700
KC489086 GPx4aF GCAGTTTGCCGCTTCCTA RT-qPCR 403–420 60
GPx4aR GCCACTTCCACAGAGGA 475–491
KC201354 GPx4bF ACGGCTTGTCTGTAAACTC RT-qPCR 641–659 61
GPx4bR GCTGGTGAATGTCCTCTC 741–758
DQ641630 GAPDHF ATCAAGAAGGTCGTCAAGGC RT-qPCR 766–785 61.5
GAPDHR AGATGGAGGAGTGGCTGTC 859–877
AF184170 EF1aF CATCCAGCAACAAGAAGTG RT-qPCR 1408–1426 60.5
EF1aR CAGCATAAGCCAGTCCTT 1496–1513
X89920 ACTbFa TTCCTCGGTATGGAGTCCT RT-qPCR 796–814 60.5
ACTbRa TGGGGCAATGATCTTGATCTT 976–996
a Adopted from Carnevali et al. (2005).
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homologs were expressed in all tissues assayed and variation in expres-
sion levels among different tissues was observed. The highest GPx1a
andGPx1b expressionwas recorded in the spleen (22000 and 6330 cop-
ies/ng RNA, respectively) and the lowest expression values were
estimated in themuscle (950 and 250 copies/ngRNA, respectively). Fur-
thermore, GPx1b expressionwas high in the stomach andmid-intestine
(7000 and 5000 copies/ng RNA). GPx4 paralogs exhibited the highest
expression levels in the brain (3415 and 3132 copies/ng RNA for
GPx4a and GPx4b, respectively), while the lowest ones were expressed
in gills (156 and 845 copies/ng RNA).
3.4. Differential gene expression during fasting and conﬁnement stress
All four GPx homologs were tested for differential expression at ﬁsh
batches under a conﬁnement (Fig. 4) and a food restriction period
(Fig. 5). Noteworthy is the high variation among biological replicates,
a common issue in gene expression studies.
At the ﬁrstminute of conﬁnement exposure, GPx1a and GPx4bwere
signiﬁcantly up-regulated 5-fold and 4-fold, respectively (P b 0.05). At
the third minute, all GPx homologs retained a stable expression pattern
compared with the control levels. At the ﬁfth minute, only GPx4a
was signiﬁcantly up-regulated 5-fold (P b 0.01) and remained at
the maximum level even after 1 h post exposure (P b 0.001).
GPx4b was accordingly up-regulated 4-fold after 1 h post exposure
(P b 0.05). However, GPx4 expression levels were restored to the
control ones after 24 h post exposure, where GPx1 paralogs demon-
strated signiﬁcantly elevated values. More speciﬁcally, GPx1a was
up-regulated 11-fold (P b 0.001) and GPx1b 6-fold (P b 0.01).
Sea breamGPx1 paralogs retained a stable expressionpattern during
fasting period. Although GPx1a and GPx1b demonstrated elevated
expression up to 4.3 and 4.5-fold by day 42, respectively, it was not ver-
iﬁedby the randomization tests. GPx4awas partially not induced during
the fasting experiment; in fact it was signiﬁcantly down-regulated 10-
fold on day 14 (P b 0.05). On the other hand, GPx4b was signiﬁcantly
up-regulated 6.7-fold at day 7 and 5-fold at day 21 (P b 0.05).
A
B
Fig. 1. Amino acid alignment of sea breamGPx isoforms. Amino acid similarity of 100% and N60% are shaded in black and gray, respectively. Key amino acids Sec (U), Gln (Q), Asn (N) and
Trp (W) are notedwith one (*), two (**) and three (***) asterisks. Putative alternative translation initiation sites for GPx1a and GPx4a are indicated with arrows. The active site motif and
the Se-GPx signaturemotif 2 are underlined anddoubleunderlined, respectively. TwoArg (R) residues (inGPx1 isoforms) are indicatedwith a square. Signal peptide inGPx4N-terminus is
indicated in a shaded box.
Table 2
Signal peptide prediction and enzyme localization of gilthead sea bream GPx isoforms.
Enzyme Signal
peptide




GPx1a No 0.206 0.337 0.285 0.277 5
GPx1b No 0.121 0.034 0.181 0.875 1
GPx4a Yes (1–18 aa) 0.821 0.033 0.931 0.053 1
GPx4b No 0.100 0.062 0.078 0.933 1
Bold values denote the most signiﬁcant predictions.
a D value is the SignalP score that is used to discriminate signal peptides from non-
signal peptides.
b Reliability class is the TargetP score, from 1 to 5, where 1 indicates the strongest pre-
diction.
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Four full-length cDNAs and deduced amino acid sequences from
gilthead sea bream (Sparus aurata) were characterized. In the present
study, both sea bream homologs of GPx1 and GPx4 contained typical
SECIS elements with conserved AUGA and GUGA sequences on their
SECIS quartets, respectively. Conserved sequences were observed adja-
cent to the SEC residue, the GPx signature motif 2 and the active site.
The ﬁrst 18 amino acid chain on the N-terminus of GPx4a was con-
sidered to be the signal peptide that designates the enzyme towards
the secretory pathway; a fact that has been previously reported in
southern blueﬁn tuna (Bain and Schuller, 2012a). On the other hand,
in mammals, it is well established that GPx4 has three distinct forms:
a nuclear, a cytosolic and a mitochondrial form. Thus, in contrast to
the apparent situation in ﬁsh, a mammalian GPx4 secretory form has
not been reported. Besides this sequence, an additional potential trans-
lation initiation codon for GPx4a was detected; further analysis is sug-
gested in order to reveal any alternative translation sites, as already
described for the mammalian GPx4 (Pushpa-Rekha et al., 1995). Two
GPx4 isoforms with different N-termini have been already reported
for yellowtail kingﬁsh (Seriola lalandi), which appear to be encoded by
a single gene, leading to variation in subcellular localization, or secretion
(Bain and Schuller, 2012b).
Gilthead sea bream GPx isoforms were compared with either tel-
eostean isoforms, or mammalian ones. The phylogenetic analysis
presented here suggests that paralogs of GPx1 and GPx4 were gener-
ated by the teleost-speciﬁc whole genome duplication (for review
see Venkatesh, 2003). The duplicated genes appear to have been
retained in sea bream. Sea breamGPx genes are transcriptionally active;
therefore loss-of-function hypothesis is not valid. In that sense, the
subfunctionalization hypothesis (specialization) is an acceptable evolu-
tionary scenario. Sea bream GPx1 paralogs and mammalian GPx1 and
GPx2 share a common ancestry. On this basis, it should be noted that
GPx1 paralogs presented higher amino acid identity with mammalian
GPx1, rather than the GPx2 isoforms. On the other hand, Nehrt et al.
(2011) concluded that the most important factor in the evolution of
function is the cellular context in which proteins act, rather than
amino acid sequence identities. It is well known that GPx2 exhibit
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Fig. 2. Phylogenetic interrelations among teleostean and mammalian GPx homologs. GenBank accession numbers of the proteins are provided in brackets. The scale bar indicates amino
acid substitutions per site. Node numbers refer to bootstrap values (%) after 10,000 replications.
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intense expression in the gastrointestinal tract (Chu et al., 1993;
Fukuhara and Kageyama, 2005) and weak expression in liver and
heart (Chu et al., 1992) in mammals. Conclusively, sea bream GPx1b
isoform may be more similar to mammalian GPx2, rather than GPx1.
Similar results occurred for rainbow trout GPx isoforms, where extra
paralogs emerged as a result of an extra genome duplication event
(Pacitti et al., 2013).
Tissue-speciﬁc gene expression in the current study revealed the
ubiquitous character of GPx genes in sea bream, although a prolonged
heterogeneity of mRNA copies was observed among tissues. In fact, all
studied paralogs were expressed in all ﬁsh tissues, depicting their anti-
oxidant potential (Brigelius-Flohe, 1999). GPx1 exhibited the highest
transcription levels in the head kidney and spleen. Both tissues are
known as hemopoietic sites (Zapata, 1979; Fange and Nilsson, 1985)
and elevated transcription levels might be associated with ROS produc-
tion (speciﬁcally H2O2) throughout hematopoiesis (Ghaffari, 2008).
Notwithstanding, any reported heterogeneity in selenoprotein abun-
dance among tissues, could be addressed to unequal selenium distribu-
tion (Oster et al., 1988; Zachara et al., 2001). A hybridization study of
GPx1 genes in zebraﬁsh during early development demonstrated high
expression in different tissues such as liver, intestine and lateral line
neuromasts. Both GPx4 formswere expressed in the liver and intestinal
bulb, while GPx4b was additionally expressed in the eye and brain 4
days post fertilization (Thisse et al., 2003). In the present study, GPx4
was robustly expressed in sea bream brain. Targeted GPx4 knock-
down in mice led to microencephaly and abnormal hindbrain develop-
ment, suggesting that the protein is essential for brain development and
function (Borchert et al., 2006). Any discrepancies between present
results and previously reported ones derived from blueﬁn tuna tissue
speciﬁc expression (Thompson et al., 2010), could be interpreted by
the variousmethodologies utilized in quantiﬁcation and/or GPx isoform
characterization.
In order to enhance their productivity, aquaculture producers ought
to optimize rearing conditions, follow welfare practices during produc-
tion, and safely provide high quality product to the consumer. However,
in many cases stressful conditions occur and disturb ﬁsh physiological
homeostasis. The trend of focusing on friendly treatments towards
safeguarding the welfare of reared ﬁsh, is of growing demand. Never-
theless, relative practical achievements are rapidly implemented for
such reasons. On the other hand, scarce information is available on
antioxidant gene regulation during stress induction in intensively
reared sea bream. Thus, all four GPx forms were tested for differential
expression, under an expanded food restriction period (up to 6
weeks), and during a short conﬁnement period time.
In ﬁsh, ROS accumulate in liver during starvation (Pascual et al.,
2003). ROS produced during starvation period, degrade DNA and pro-
teins and can provoke cellular and organ damage (Rios et al., 2007).
GPx4b gene demonstrated an increase in the number of mRNA copies
at 7 and 21 days of fasting, compared to the control group. On the con-
trary, genes involved in neutralizing ROS and ameliorating oxidative
stress, were down-regulated in liver of starved zebraﬁsh. These
genes include superoxide dismutase 2 (SOD2), two GPxs (GPx1a and
GPx4b), and several other selenium-binding proteins with known or
putative antioxidant functions (Drew et al., 2008). In rainbow trout, a
reduction of total fatty acid composition in liver of food-deprived ﬁsh,
indicated that hepatic lipids were consumed during fasting (Kullgren
et al., 2010). Indeed, fatty acids are catabolized inmitochondria and per-
oxisomes, through β-oxidation, serving as an important source of ener-
gy (for review see Tocher, 2003). This fact implies that, during fasting,
GPx4b forms a line of defense against lipid peroxidation in liver. A pos-
itive correlation between oxidative stress and antioxidant enzyme ac-
tivity has been already reported in Atlantic cod (Gadus morhua),
subjected to prolonged starvation (Guderley et al., 2003). Hepatic activ-






















































Fig. 3.Gene expression ofGPx homologs indifferent gilthead sea bream tissues. A:GPx1a, B: GPx1b, C:GPx4a andD:GPx4b. Bars are themean (×103) values ofmRNA copies per ng of total
reverse transcribed RNA. Vertical capped lines represent standard errors.
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remained at high levels until day 28 (Zhang et al., 2007). In starved
Dentex dentex, GPx activitywas increased N50% compared to the control
group (Morales et al., 2004), althoughGPx gene expression seems to ex-
hibit variation among Sparidae species (Bermejo-Nogales et al., 2007).
Furthermore, Grim et al. (2011) suggested that marine ﬁsh exhibited
an increased GPx4 protein activity, in contrast to terrestrial vertebrates,
indicating that antioxidant defense is likely prioritized to meet species-
speciﬁc oxidative stress. Prolonged fasting (42 days) may result in
physiological adaptations that were not detected by the transcriptomic
analysis during the present study; earlier studies have also shown that
total and selenium-dependent GPx activity was reduced after 40 days
of fasting (Pascual et al., 2003). Interestingly, the observed GPx4a
down-regulation at day 14of fastingmight reﬂect a possible antioxidant
defense failure, or a negative feedback mechanism on substrate excess
(Pippenger et al., 1998).
Antioxidant gene expression is considered to be an accurate
estimate of ﬁsh antioxidant capacity, where interference of biochemical
origin is not involved. In this sense, it could be of added value to deter-
mine the onset of antioxidant reaction during the ﬁrst minutes of con-
ﬁnement induced stress. The reduced GPx expression at the third
minute of conﬁnement, may be attributed to organism's utilization of
energy supply (Ashley, 2007) in order to counteract the effects of stress
(ﬁght or ﬂight effect). Ongoing work in our laboratory indicates that
glucokinase (GK) was signiﬁcantly up-regulated (unpublished data).
The present results suggested anoverall activation of GPx4 transcription
in 1 h post-stressed ﬁsh, as part of the acute stress response to metabo-
lize by-products of the aforementioned energy burst (Sloman et al.,
2000). In any case, noteworthy is the up-regulation of glucose regulated
protein 75 (GRP-75) in hepatic tissues of 24 h post-stressed gilthead sea
bream, suggesting an interaction with antioxidant enzymes, thereby
decreasing ROS accumulation (Bermejo-Nogales et al., 2008). Indeed,
GPx1 paralogs were up-regulated in 24 h post-stressed ﬁsh, in order
to counteract oxidative stress and the associated cellular damage
(Calduch-Giner et al., 2010). ROS scavenging enzymes were down-
regulated at 48 and 72 h post transport stress in zebraﬁsh, indicating
the prevalence of lower oxidative stress or a response directed towards
achieving ROS balance (Dhanasiri et al., 2013).
To conclude, four gilthead sea bream GPx isoforms were character-
ized with a ubiquitous expression that was tissue-speciﬁc. Evidence in
stressed ﬁsh supported a role of antioxidant defense, highlighting that
GPx genes can be considered as potential biomarkers for ﬁsh welfare.
However, further research is needed to understand the speciﬁc effects
of intensive aquaculture on ﬁsh primary antioxidant response and the
actual role of each GPx isoform in stress, development and reproduc-
tion. Subcellular localization of proteins and putative translation initia-











































































Fig. 4. Box-plots demonstrate differential gene expression (medians) for the conﬁnement experiment of gilthead sea bream groups. Differences of gene expression were tested with
randomization tests (REST). Asterisks (*, ** and ***) indicate signiﬁcant differences with the control group at P b 0.05, P b 0.01 and P b 0.001, respectively.
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Fig. 5. Box-plots demonstrate differential gene expression (medians) for the fasting experiment of gilthead sea bream groups. Differences of gene expression were tested with random-
ization tests (REST). Asterisks (*, ** and ***) indicate signiﬁcant differences with the control group at P b 0.05, P b 0.01 and P b 0.001, respectively.
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